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DESCRIPCION
Modificacion de la produccion de proteinas en plantas
Campo de invencion

La presente invencién se refiere a métodos para producir proteinas en plantas. La presente invencion también proporciona
métodos para aumentar la produccién de una o mas proteinas en plantas.

Antecedentes de la invencién

Las plataformas de expresién de proteinas basadas en plantas son una respuesta Util a la creciente demanda de productos
biolégicos terapéuticos y de diagnostico en todo el mundo. Las células vegetales, a diferencia de las bacterias o las
levaduras, pueden plegar, ensamblar y modificar correctamente proteinas complejas de origen mamifero, tales como
anticuerpos terapéuticos y de diagndéstico. Las plantas también presentan ventajas en términos de seguridad, inversion
de capital y facilidad de escalado en comparacion con los sistemas de produccion basados en células de mamiferos.

Por lo tanto, las plantas son huéspedes adecuados para la produccion de proteinas que tienen aplicaciones actuales en
las ciencias de la vida tales como, por ejemplo, AcM o antigenos virales tales como HA de influenza.

El documento WO 07016276 describe un método para la transformacién estable de plantas mediante el corte de una
plantula en el punto donde los dos cotiledones se encuentran para eliminar ambos cotiledones y las hojas verdaderas
iniciales y permitir la aparicién de un nuevo brote de la superficie cortada. Este método implica hacer una herida en la
planta para facilitar la introduccién de Agrobacterium en el sitio de la herida y aumentar la eficiencia de la transformacion.
Las plantulas cortadas se agitan con agitador vorticial en una suspension de la bacteria, que comprende un plasmido de
transformacion que transporta el ADN de transferencia deseado. La etapa de hacer la herida se necesita antes de la etapa
de transformacion. La transformacion precisa mediada por corte puede dar como resultado la transformacion estable de
nuevos brotes que surgen de la superficie cortada de las plantulas. Estos brotes pueden desarrollarse en las partes aéreas
de una planta y, en consecuencia, dar lugar a progenies transformadas.

Spokevicus y otros (Functional Plant Biology 2006) describen la transformacion in vivo de yemas laterales latentes (DLB)
en arboles Populus. Las heridas en las DLB se hicieron mediante un corte vertical central o la parte superior de las plantas
se elimind y las DLB restantes se trataron con una combinacién de corte vertical, adicion de cobertura protectora o adicion
de A. tumefaciens. Con este método, la etapa de hacer la herida se necesita antes de la etapa de transformacion.

El documento WO 2008/151444 describe un método para sintetizar una proteina de interés dentro de una planta con el
uso de un sistema de expresion transitoria. Las plantas se podaron antes de la infiltracién de la construccion de &cido
nucleico deseada. Las yemas apicales y axilares de plantas de N. benthamiana se eliminaron mecanicamente de las
plantas por despunte, o se podaron quimicamente antes de la infiltracion al vacio de las hojas, con cepas de
Agrobacterium transformadas con plasmidos apropiados.

Wydro y otros 2006 (Acta Biochimica Polonica, Vol 53 num. 2/2006 289-298) describen que el nivel mas alto de expresion
transitoria del gen de la proteina fluorescente verde (GFP) se detecta en las hojas mas jovenes (ubicadas en la parte
superior de la planta) de N. benthamiana infiltrada con A. tumefaciens, mientras que la expresion en las hojas mas viejas,
localizadas en la posicion intermedia e inferior, es mas baja. Halfhill y otros (Plant Cell Rep 22: 338-343, 2003) sugirieron
que los cambios en la fluorescencia de GFP estaban relacionados con cambios en la concentracion de proteinas solubles
durante el envejecimiento de la hoja. El nivel de expresion génica de gfp y la concentracion de proteinas solubles
disminuyeron en tiempos similares y en grados similares en hojas individuales en diferentes posiciones. Wydro y otros
sugieren que la estrecha relacion entre estos dos factores sugeriria que la disminucién en la expresion de GFP fue el
resultado de cambios generales en la fisiologia de la hoja.

La expresion de proteinas clinicamente Utiles en plantas se ha reforzado por el desarrollo de sistemas de alto rendimiento
para la expresion transitoria de proteinas con el uso de agroinfiltracion. Existe la necesidad de optimizar la expresion y
aumentar la cantidad y calidad de las proteinas recombinantes en las plantas.

Resumen de la invencion

La presente invencion se refiere a métodos para producir proteinas en plantas. También se describen métodos para
aumentar la produccién de una o mas proteinas en plantas.

Es un objetivo de la invencion proporcionar un método mejorado para producir proteinas en plantas.
La presente invencién proporciona un método para producir una proteina de interés que comprende:

a) tratar una planta o parte de una planta para aumentar la biomasa de hojas secundarias en donde el tratamiento
comprende aumentar la duracién de la luz durante el crecimiento de la planta, aumentar la intensidad de luz durante
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el crecimiento de la planta, cultivar la planta en presencia de una hormona, o una combinacion de los mismos, para
producir una planta o una parte de la planta tratada;

b) introducir uno o méas de un acido nucleico en la planta o parte de la planta, el acido nucleico comprende una
secuencia de nucleétidos que codifica la proteina de interés, la secuencia de nucleétidos se encuentra unida
operativamente a una region reguladora que es activa en la planta;

c) incubar la planta o parte de la planta en condiciones que permitan la expresion de la secuencia de nucleétidos que
codifica la proteina de interés para aumentar asi el rendimiento de la proteina de interés, en comparaciéon con el
rendimiento de la proteina de interés obtenida del tejido vegetal de una planta similar que se cultiva en las mismas
condiciones, pero que no se ha tratado para aumentar la biomasa de hojas secundarias,

en donde la etapa de tratamiento, etapa a), se realiza desde aproximadamente 40 dias antes de la etapa de
introduccion, etapa b), hasta aproximadamente 9 dias antes de la etapa de introduccion, etapa b).

La proteina de interés que puede usarse en el método como se describié anteriormente, puede ser un anticuerpo, un
antigeno, una vacuna o una enzima. La proteina de interés puede ser una proteina HA de influenza y la HA puede formar
una particula tipo virus de la influenza (VLP) cuando se expresa en la planta o parte de la planta.

El uno o méas de un &cido nucleico puede introducirse en la planta o parte de la planta que tiene una relacion de biomasa
secundaria respecto a biomasa de hojas primarias de entre 0,2:1y 3:1.

La presente invencion también proporciona el método como se describio anteriormente, en donde la etapa de tratamiento
de la planta o parte de la planta, etapa a), se lleva a cabo desde aproximadamente 20 dias antes de la etapa de
introduccion del uno o mas de un &cido nucleico hasta 9 dias antes de la etapa de introduccién del uno o mas de un acido
nucleico. También se describe un método en donde la etapa de tratamiento de la planta, etapa a), comprende aumentar
la duracion de la luz durante el crecimiento de la planta, aumentar la intensidad de luz durante el crecimiento de la planta,
seleccionar las longitudes de onda a las que se expone una planta durante el crecimiento, podar la yema apical del tallo
primario de la planta, cultivar la planta en presencia de un agente, una hormona o una combinacién de los mismos, que
aumenta el desarrollo de brotes secundarios, aplicar un compuesto quimico que reduce la dominancia apical, poda
mecanica, poda quimica, modificacion genética por insercién, desactivacion génica y fitomejoramiento para fomentar el
crecimiento secundario, o0 una combinacién de los mismos.

En el método descrito anteriormente la planta puede cultivarse en presencia de una fitohormona. Por ejemplo, la planta
puede cultivarse en presencia de aproximadamente 50 ppm a 900 ppm de fitohormona. La fitohormona puede ser una
citoquinina sintética, por ejemplo, 6-bencilaminopurina (BAP).

La presente invencién también incluye el método descrito anteriormente en donde el método comprende ademas una
etapa d) de cosechar la planta o parte de la planta, y opcionalmente, purificar la proteina de interés. Durante la etapa de
cosecha, pueden cosecharse las hojas secundarias, o las hojas primarias y las hojas secundarias. Ademas, pueden
cosecharse hojas secundarias, hojas intermedias de tallos primarios (P2) y hojas jévenes de tallos primarios (PI), o pueden
cosecharse hojas intermedias de tallos primarios (P2), hojas jovenes de tallos primarios (Pl), hojas viejas de tallos
secundarios (S3), hojas intermedias de tallos secundarios (S2) y hojas jovenes de tallos secundarios (S1). Ademas, las
hojas viejas (P3) de los tallos primarios de la planta pueden excluirse de la cosecha.

En la etapa de introduccién, etapa b), el &cido nucleico puede expresarse de manera transitoria en la planta o el acido
nucleico se expresa de manera estable en la planta.

Al aumentar la biomasa de hojas secundarias puede obtenerse un aumento en el rendimiento de proteinas de la biomasa
primaria y secundaria en comparacion con el rendimiento de la proteina de interés obtenida del mismo tejido vegetal de
una planta que no se ha tratado para aumentar la biomasa secundaria y cultivado en las mismas condiciones.

Este sumario de la invencion no describe necesariamente todas las caracteristicas de la invencion.
Breve descripcién de los dibujos

Estas y otras caracteristicas de la invencion seran mas evidentes a partir de la siguiente descripcion en la que se hace
referencia a los dibujos adjuntos en donde:

La Figura 1 muestra la produccién de biomasa de plantas cultivadas en un invernadero antes de la infiltracion bajo
diferentes fotoperiodos de luz (16 h y 24 h) y tratamientos de intensidad de luz (80 y 160 ymol/m? s). Se cosecharon hojas
jévenes (PIl), maduras (P2) y viejas (P3) del tallo principal y hojas jévenes (S1), maduras (S2) y viejas (S3) de los tallos
secundarios y se determiné la biomasa.

La Figura 2 muestra la produccién de HA en hojas jévenes (PI), maduras (P2) y viejas (P3) del tallo principal y hojas
jovenes (S1), maduras (S2) y viejas (S3) de los tallos secundarios bajo diferentes fotoperiodos de luz (16 hy 24 h) y
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tratamientos de intensidad de luz (80 y 160 ymol/m? s).

La Figura 3 muestra el rendimiento total de HA (HA por planta) en hojas jovenes (Pl), maduras (P2) y viejas (P3) del tallo
principal y hojas jovenes (S1), maduras (S2) y viejas (S3) de los tallos secundarios bajo diferentes fotoperiodos de luz (16
h y 24 h) y tratamientos de intensidad de luz (80 y 160 pmol/m? s).

La Figura 4 muestra el rendimiento total de HA en las hojas del tallo principal (parte inferior (P)) y las hojas de los tallos
secundarios (parte superior (S)) bajo diferentes fotoperiodos de luz (16 h y 24 h) y tratamientos de intensidad de luz (80
y 160 ymol/m? s).

La Figura 5 muestra la produccién de biomasa de plantas cultivadas en una camara de cultivo, ya sea con intensidad de
luz baja o luz alta. Se cosecharon hojas jovenes (P1), maduras (P2) y viejas (P3) del tallo principal y hojas jévenes (S1),
maduras (S2) y viejas (S3) de los tallos secundarios y se determiné la biomasa.

La Figura 6 muestra el rendimiento total de HA por planta cultivada en una cdmara de cultivo, ya sea con intensidad de
luz baja o luz alta. Se cosecharon hojas jovenes (PI), maduras (P2) y viejas (P3) del tallo principal y hojas jovenes (S1),
maduras (S2) y viejas (S3) de los tallos secundarios y se determiné el rendimiento total de HA por planta.

La Figura 7 muestra un diagrama esquemético de una planta con hojas primarias (PI, P2, P3) y secundarias (S1, S2, S3).
La Figura 8 muestra el efecto de la poda, en este caso la eliminaciéon de la yema apical de las plantas 5, 7 0 12 dias
después del trasplante de las plantulas, sobre la biomasa primaria total (P) frente a la biomasa secundaria total (S) por
planta.

La Figura 9 muestra el efecto de la 6-bencilaminopurina (BAP) sobre la biomasa primaria total (P) frente a la biomasa
secundaria total (S), para plantas tratadas con bencilaminopurina (BAP) a una concentracion de 100, 500 o 1000 ppm, 7
y/o 12 dias después del trasplante de las plantulas.

La Figura 10 muestra la tasa media de produccién de HA (unidades de HA por g de peso fresco) en plantas tratadas con
6-bencilaminopurina (BAP) a una concentracion de 100, 500 o 1000 ppm, 7 y/o 12 dias después del trasplante de las
plantulas.

La Figura 11 muestra el rendimiento total de HA (HA por planta) en plantas tratadas con 6-bencilaminopurina (BAP) a una
concentracion de 100, 500 o 1000 ppm, 7 y/o 12 dias después del trasplante de las plantulas.

Las Figuras 12A y 12B muestran los cebadores IF-PDI.S1+3c (SEQ ID NO: 1) e IF-H1cTMCT.S1-4r (SEQ ID NO: 2),
respectivamente.

La Figura 13 muestra la secuencia de nucle6tidos de PDISP/H1 California (SEQ ID NO:3).
La Figura 14 muestra una representacion esquematica de la construccion 1191

La Figura 15 muestra la secuencia de nucleétidos de la construccion 1191 (SEQ ID NO:4). Los limites de ADN-t estan
subrayados.

La Figura 16 muestra la secuencia de nucledtidos del casete de expresion 484. La secuencia que codifica PDISP/H1
California esta subrayada.

La Figura 17 muestra la secuencia de aminoacidos de PDISP/H1 California (SEQ ID NO:6)

La Figura 18 muestra una representacion esquematica de la construccion numero 484 (2X35S/CPMV HT)

Descripcion detallada

La presente invencién se refiere a métodos para producir proteinas en plantas, en particular, a métodos para la produccion

de proteinas de interés en plantas. También se describe un método para producir una proteina de interés dentro de una

planta o una parte de una planta.

La presente invencién proporciona un método para producir una proteina de interés que comprende:
a) tratar una planta o parte de una planta para aumentar la biomasa de hojas secundarias en donde el tratamiento
comprende aumentar la duracion de la luz durante el crecimiento de la planta, aumentar la intensidad de luz durante
el crecimiento de la planta, cultivar la planta en presencia de una hormona, o una combinacién de los mismos, para

producir una planta o una parte de la planta tratada;

b) introducir uno o0 méas de un acido nucleico en la planta o parte de la planta, el acido nucleico comprende una
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secuencia de nucleétidos que codifica la proteina de interés, la secuencia de nucleétidos se encuentra unida
operativamente a una region reguladora que es activa en la planta;

c) incubar la planta o parte de la planta en condiciones que permitan la expresion de la secuencia de nucleétidos que
codifica la proteina de interés, para aumentar asi el rendimiento de la proteina de interés, en comparacién con el
rendimiento de la proteina de interés obtenida del tejido vegetal de una planta similar que se cultiva en las mismas
condiciones, pero que no se ha tratado para aumentar la biomasa secundaria,

en donde la etapa de tratamiento, etapa a), se realiza desde aproximadamente 40 dias antes de la etapa de
introduccion, etapa b), hasta aproximadamente 9 dias antes de la etapa de introduccién, etapa b).

El tejido vegetal puede cosecharse, y la proteina de interés puede extraerse de la planta. Si se desea, la proteina de
interés puede purificarse con el uso de técnicas estandar que se conocen bien en la técnica. Alternativamente, la planta
puede cosecharse y usarse como alimento, nutriente o suplemento médico o la planta puede procesarse parcialmente
para producir un extracto vegetal minimamente procesado para el uso como alimento, nutriente o suplemento médico.

Por una "planta similar" se entiende una planta del mismo género, especie y variedad que la planta tratada para aumentar
la produccién de biomasa secundaria.

El uno o més de un acido nucleico puede introducirse en la planta o parte de la planta cuando la relacién de la biomasa
de hojas secundarias respecto a la biomasa de hojas primarias esté entre 0,2:1 y 3:1 o cualquier relacién intermedia. Por
ejemplo, la relacion entre la biomasa de hojas secundarias respecto a la biomasa de hojas primarias puede ser de
aproximadamente 0,2:1, 0,3:1, 0,4:1, 0,5:1, 0,6:1, 0,7:1, 0,8:1, 0,9:1, 1:1,1,2:1,1,4:1,1,6:1, 1,8:1, 2:1, 2,2:1, 2,4:1, 2,6:1,
2,8:1, 3:1 o cualquier relacion intermedia.

La proteina de interés puede ser cualquier proteina, por ejemplo, una enzima, una proteina farmacéuticamente activa, un
factor de coagulacion de la sangre, un anticuerpo, un antigeno, una vacuna, un suplemento alimenticio, un suplemento
nutricional, una enzima industrial o0 una o0 méas proteinas que pueden formar una "particula similar a virus" dentro de la
planta.

El término "particula similar a virus" (VLP), o "particulas tipo virus" o "VLP" se refiere a estructuras que se autoensamblan
y comprenden proteinas estructurales tales como la proteina HA de influenza. Generalmente las VLP son morfologica y
antigénicamente similares a los viriones producidos en una infeccion, pero carecen de informacion genética suficiente
para replicarse y, por lo tanto, no son infecciosas. En algunos ejemplos, las VLP pueden comprender una sola especie de
proteina o mas de una especie de proteina. Ver, por ejemplo, los documentos W02009/009876; W02009/076778; WO
2010/003225.

También se describen métodos para producir VLP en plantas. También se describen métodos y composiciones para la
produccién de VLP en plantas. Por ejemplo, se proporciona un método para producir particulas similares a virus (VLP)
dentro de una planta o parte de una planta que comprende:

a) tratar la planta o parte de la planta para aumentar la produccion de biomasa de hojas secundarias en la planta o
parte de la planta;

b) introducir uno o mas de un &cido nucleico en la planta o parte de la planta, el acido nucleico comprende una
secuencia de nucledtidos que codifica una hemaglutinina (HA), la secuencia de nucleétidos se encuentra unida
operativamente a una region reguladora que es activa en la planta;

c) incubar la planta o parte de la planta en condiciones que permitan la expresion de la secuencia de nucleétidos que
codifica la HA, para producir asi la HA, en donde, el rendimiento de la HA es mayor en comparacién con el rendimiento
de la HA obtenida del mismo tejido vegetal de una planta similar que se cultiva en las mismas condiciones y que no
se ha tratado para aumentar la biomasa secundaria.

El tejido vegetal puede cosecharse y las VLP pueden extraerse de la planta. Si se desea, las VLP pueden purificarse con
el uso de técnicas estandar que se conocen bien en la técnica (ver, por ejemplo, los documentos W0O2009/009876;
W02009/076778; WO 2010/003225). Alternativamente, la planta puede cosecharse y usarse como alimento, nutriente o
suplemento médico o la planta puede procesarse parcialmente para producir un extracto vegetal minimamente procesado
para el uso como alimento, nutriente o suplemento médico.

El uno o més de un acido nucleico puede introducirse en la planta o parte de la planta cuando la relacion de la biomasa
de hojas secundarias respecto a la biomasa de hojas primarias esta entre 0,2:1 y 3:1 o cualquier relacién intermedia. Por
ejemplo, la relacion entre la biomasa de hojas secundarias respecto a la biomasa de hojas primarias puede ser de
aproximadamente 0,2:1, 0,3:1, 0,4:1, 0,5:1, 0,6:1, 0,7:1, 0,8:1,0,9:1, 1:1,1,2:1,1,4:1, 1,6:1, 1,8:1, 2:1, 2,2:1, 2,4:1, 2,6:1,
2,8:1, 3:1 o cualquier relacion intermedia.

Como se muestra en la Figura 7, una planta 10 comprende un tallo primario 20, una yema apical 40 y hojas (P1, P2, P3
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y S1, S2y S3) que salen del tallo primario 20. Las nuevas hojas que salen cerca del apice 40 de la planta 10 se denominan
P1. Las hojas Pl u hojas superiores todavia estan en crecimiento y aumento de su biomasa. Las hojas P1 se localizan
encima de las hojas P2 a lo largo del tallo principal e incluyen hojas muy jévenes del ‘complejo del apice' (es decir, la
yema apical y las hojas recién formadas), cuando este complejo esta presente. Las hojas P1 de plantas jovenes, por
ejemplo, plantas de 25 a 30 dias de edad, generalmente corresponden a la Hoja 1, la Hoja 2 y el complejo del apice. Las
hojas P2 se refieren a hojas maduras que ain no han comenzado la senescencia. Las hojas P2 incluyen hojas que casi
han completado, o que han completado, su fase de expansion. Al observar una planta desde arriba, las hojas P2 son las
hojas mas grandes visibles y pueden enmascarar o cubrir las hojas P3. Las hojas P2 tipicamente corresponden a la hoja
3, la hoja 4 y la hoja 5 en el tallo principal (la numeracion de las hojas comienza en la parte superior o apice de la planta;
ver la Figura 2A de Robert y otros 2013, PLoS ONE 8(7):e70203, doi:10.1371/journal.pone.0070203). Las hojas P3, u
hojas inferiores, son hojas que se localizan debajo de las hojas P2 en el tallo principal. Las hojas P3 incluyen, pero no se
limitan a, hojas senescentes que pueden exhibir cierto amarillamiento. Las hojas P3 a menudo incluyen la Hoja 5, la Hoja
6, la Hoja 7 y hojas mas viejas de la planta. Los sintomas de senescencia (por ejemplo, pérdida de clorofila) a menudo
son visibles en la Hoja 7 o la Hoja 8. Las Hojas 5y 6 no parecen senescentes pero a menudo contienen bajas cantidades
de proteinas.

Las hojas S1, S2 y S3 estan unidas a los tallos secundarios (y eventualmente terciarios). Las hojas S1 son aquellas hojas
que estan unidas a los tallos secundarios que salen de las hojas P1. Estas hojas secundarias estan cerca del apice y son
mas jovenes que las hojas S2 y S3. Las hojas S2 estan unidas a los tallos secundarios que salen de las hojas P2 y las
hojas S3 estan unidas a los tallos secundarios que salen de las hojas P3. Las hojas S3 son las hojas secundarias mas
viejas, pero como son mas jovenes son mas eficientes que las hojas P3 en la produccion de proteinas.

Se ha descubierto que al aumentar la biomasa de hojas secundarias en una planta aumenta el rendimiento total de una
proteina de interés. Con el uso de los métodos descritos en la presente descripcién, se han producido altos rendimientos
de la proteina de interés cuando la produccion de la proteina de interés se compara con la produccion de la misma proteina
de interés en una planta con el uso de un protocolo de transformacién similar, y expuesta a condiciones de crecimiento
similares, pero la planta o parte de la planta no se trata para aumentar la biomasa de hojas secundarias, antes de la etapa
de introduccion del &cido nucleico en la planta.

Como se muestra en la Figura 8, la eliminacion del 4pice de una planta (poda de la planta) conduce a un aumento en el
rendimiento de la proteina de interés (hemaglutinina; HA) por planta en los tallos secundarios (S) y una disminucién en el
rendimiento de la proteina de interés (HA) por planta en los tallos primarios (P), en comparacion con las plantas donde no
se habia eliminado el apice. Ademas, la eliminacion del apice de la planta dio como resultado un aumento de 2,1 veces
en la biomasa de hojas secundarias, una disminucién en la biomasa de hojas primarias, con un aumento de la biomasa
de hojas secundarias respecto a la biomasa de hojas primarias de 0,4:1 a 1,6:1 (ver la Tabla 3; Ejemplo 5).

Por un aumento del rendimiento de la proteina de interés, se entiende un aumento en el rendimiento de la proteina de
interés de aproximadamente 5 % a aproximadamente 500 % (es decir, un aumento de hasta 5 veces), o cualquier cantidad
intermedia, determinado con el uso de técnicas estandar en la técnica, por ejemplo, de aproximadamente 10 % a
aproximadamente 50 % o cualquier valor intermedio, por ejemplo, aproximadamente 5, 8, 10, 12, 15, 18, 20, 22, 24, 25,
26, 28, 30, 32, 34, 35, 36, 38, 40, 42, 44, 45, 46, 48, 50, 52, 54, 55, 56, 58, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 110, 120,
130, 140, 150, 160, 170, 180, 200, 220, 240, 260, 280, 300, 320, 340, 360, 380, 400, 420, 440, 460, 480 o 500 %, en
comparacion con el rendimiento de una proteina de interés expresada en una planta en donde la planta no se tratd para
aumentar la biomasa de hojas secundarias.

Por un aumento en la biomasa de hojas secundarias, se entiende un aumento en la biomasa de hojas secundarias de
aproximadamente 2 % a aproximadamente 300 %, o cualquier cantidad intermedia (es decir, un aumento de hasta 3
veces) determinado con el uso de técnicas estdndar en la técnica, por ejemplo, de aproximadamente 10 % a
aproximadamente 200 % o cualquier valor intermedio, por ejemplo, aproximadamente 2, 5, 8, 10, 12, 15, 18, 20, 22, 24,
25, 26, 28, 30, 32, 34, 35, 36, 38, 40, 42, 44, 45, 46, 48, 50, 52, 54, 55, 56, 58, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 110,
120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 200, 220, 240, 260, 280 o 300 %, en comparacion con una planta similar (es decir, la
misma variedad de plantas) cultivada en las mismas condiciones que no se traté para aumentar la biomasa de hojas
secundarias. La biomasa puede determinarse con el uso de cualquier técnica como conocera un experto en la técnica, y
puede incluir la determinacion de peso fresco, peso seco, contenido de proteina, desplazamiento de volumen y similares.
A menos que se indique de otra manera, "biomasa de hojas" significa la biomasa de la hoja y el peciolo. El aumento en
la biomasa de hojas secundarias puede ser el resultado de un aumento en el nimero de tallos y hojas secundarios, un
aumento en la longitud de los tallos y hojas secundarios, un aumento en el volumen de la hoja, un aumento en el area de
la hoja 0 una combinacion de los mismos.

Después de la etapa de tratamiento de la planta, como se establece en la etapa a del método proporcionado
anteriormente, la biomasa de hojas secundarias puede ser entre 20 % a 50 % de la biomasa total de la planta, o cualquier
cantidad intermedia. Por ejemplo, la relacion porcentual de biomasa de hojas secundarias (en relacién con la biomasa
utilizable de la planta) puede ser 21 %, 22 %, 23 %, 24 %, 25 %, 26 %, 27 %, 28 %, 29 %, 30 %, 31 %, 32 %, 33 %, 34
%, 35 %, 36 %, 37 %, 38 %, 39 %, 40 %, 41 %, 42 %, 43 %, 44 %, 45 %, 46 %, 47 %, 48 % 0 49 % o cualquier cantidad
intermedia.
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Como puede observarse en las Figuras 2 a 6 y 8, el nivel de acumulacién de proteinas en la planta o parte de la planta
esta influenciado por la relacién de biomasa de hojas secundarias respecto a biomasa de hojas primarias, por ejemplo,
de aproximadamente 0,2:1 a aproximadamente 1:1 (biomasa de hojas secundarias: biomasa de hojas primarias), o
cualquier cantidad intermedia, por ejemplo de aproximadamente 0,2:1, 0,3:1, 0,4:1, 0,5:1, 0,6:1, 0,7:1, 0,8:1, 0,9:1, 1:1,
1,2:1,1,4:1,1,6:1,1,8:1, 2:1, 2,2:1, 2,4:1, 2,6:1, 2,8:1, 3:1 o cualquier relacion intermedia (biomasa de hojas secundarias:
biomasa de hojas primarias) o cualquier cantidad intermedia.

La relacion entre la biomasa de hojas secundarias y la hiomasa de hojas primarias en una planta puede variarse mediante
el aumento de la biomasa de hojas secundarias en comparacion con la biomasa de hojas primarias, por ejemplo, mediante
el aumento de la duracién de la luz durante el crecimiento de la planta, el aumento de la intensidad de luz durante el
crecimiento de la planta, la poda de la yema apical 40 (Figura 7) de la planta, el cultivo de la planta en presencia de un
agente que aumenta la formacién de biomasa secundaria, una hormona que aumenta la formacion de biomasa
secundaria, la aplicacion de un compuesto quimico que reduce la dominancia apical o una combinacién de los mismos.

Se describe un método para aumentar el rendimiento de una proteina de interés mediante la modulacion de la relacion
de biomasa de hojas secundarias respecto a biomasa de hojas primarias mediante el tratamiento de la planta para
aumentar la biomasa de hojas secundarias en comparacion con una planta similar que no se ha tratado.

Por biomasa de hojas primarias (o0 biomasa primaria), se entiende la biomasa de una planta que abarca la biomasa de las
hojas primarias (PI, P2, P3 y peciolos asociados). Por lo tanto, la biomasa de hojas primarias no comprende la biomasa
de hojas secundarias o de hojas terciarias, ni comprende la biomasa de raices.

Generalmente, un tallo (también puede denominarse brote) proporciona un eje para yemas, frutos y hojas. Uno de los
principales ejes estructurales de una planta vascular es el tallo principal o primario (20, Figura 7). El tallo primario 20
tipicamente proporciona soporte para hojas primarias (Pl, P2, P3), flores, yemas, frutos y tallos secundarios 30. La
biomasa de hojas primarias comprende la biomasa de las hojas primarias (P1, P2, P3) y sus peciolos asociados.

Por "formacién de tallos secundarios” se entiende el inicio de nuevos tallos secundarios, el desarrollo de tallos secundarios
ya iniciados, o tanto el inicio como el desarrollo de tallos secundarios iniciados, que da como resultado un aumento de la
proporcion de biomasa de hojas secundarias.

El tallo primario de una planta puede tener hojas de diferente edad que se extienden directamente desde el tallo primario
20. Las hojas del tallo primario pueden clasificarse como viejas (P3), intermedias (P2) o jovenes (PIl), en dependencia de
la edad de la hoja.

Por biomasa de hojas secundarias (0 biomasa secundaria), se entiende la biomasa de hojas y peciolos obtenidos de tallos
secundarios 30. Mas especificamente, la biomasa de hojas secundarias es la biomasa que no comprende la biomasa de
hojas primarias, flores, la yema apical 40 o raices. La biomasa de hojas secundarias también puede comprender la
biomasa de hojas derivada de tallos terciarios u otros que salen del tallo secundario 30.

Los tallos "secundarios”, "auxiliares”, "axilares" o "laterales" también pueden extenderse desde el tallo principal o primario
20 de una planta. Por lo tanto, un tallo secundario 30 puede comprender uno o mas tallos secundarios y una o mas hojas
secundarias (S1, S2, S3). Ademas, un tallo secundario puede comprender uno o mas tallos terciarios u otros. El tallo
secundario 30 de una planta puede tener hojas de diferente edad y estas hojas pueden clasificarse como hojas jévenes
(S1), hojas intermedias (S2) u hojas viejas (S3).

Se ha descubierto que el tratamiento de la planta para aumentar la biomasa de hojas secundarias antes de la infiltracion
del acido nucleico que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica la proteina de interés aumenta el nivel de
expresion de la proteina de interés (como un % de la proteina sintetizada total) y el rendimiento (mg de proteina/kg de
peso fresco). El tratamiento de la planta para aumentar la biomasa de hojas secundarias puede incluir, pero no se limita
a, un aumento en la intensidad de luz a la que se expone la planta durante el crecimiento y que da como resultado un
aumento en el crecimiento secundario, un aumento en el tiempo en que una planta se expone a la luz (duracioén de la luz)
durante el crecimiento que da como resultado un aumento en el crecimiento secundario, las longitudes de onda a las que
se expone una planta durante el crecimiento se seleccionan de modo que haya un aumento en el crecimiento secundario,
la variacién del régimen de temperatura durante el dia/noche que da como resultado un aumento del crecimiento
secundario, por ejemplo, la variacion de la temperatura de aproximadamente +/-1 °C a aproximadamente +/-15 °C, o
cualquier cantidad intermedia desde una base de 20 °C, la variacion de la temperatura de aproximadamente +/-1 °C a
aproximadamente +/-15 °C, o cualquier cantidad intermedia desde una base de 20 °C durante un periodo de tiempo de
aproximadamente 5 min a aproximadamente 16 horas, o cualquier tiempo intermedio, si se proporciona un pulso de una
temperatura diferente que sea mas corto que el periodo de oscuridad o luz, entonces este pulso puede proporcionarse al
inicio o al final del fotoperiodo, por ejemplo, se proporciona un pulso de una temperatura diferente de aproximadamente
30 min a aproximadamente 2 horas al inicio o al final del fotoperiodo, o al final del fotoperiodo.

Ademas, el tratamiento de la planta para aumentar la biomasa de hojas secundarias puede incluir, pero sin limitarse a, el
cultivo en presencia de un agente para inducir la formacién de tallos secundarios, biomasa secundaria, 0 ambos, una
hormona para inducir la formacion de tallos secundarios, la formacién de biomasa secundaria, 0 ambos, la aplicacién de
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un compuesto quimico que reduce la dominancia apical, la poda de la yema apical primaria 40 para inducir la formacion
de tallos secundarios, la formacion de biomasa secundaria, 0 ambos, la modificacion genética, por ejemplo, la insercion
o desactivacién de genes que da como resultado un aumento de la formacién de tallos secundarios, la formacion de
biomasa secundaria, 0 ambas, el fitomejoramiento en combinacién con la seleccién de plantas que exhiben un aumento
en el crecimiento secundario en comparacién con sus cepas progenitoras, 0 una combinacion de los mismos.

Por "luz" se entiende la luz que comprende el espectro de longitudes de onda que utilizan las hojas de una planta, por
ejemplo, longitudes de onda de aproximadamente 400 a aproximadamente 700 nm o cualquier longitud de onda
intermedia, y puede incluir el azul, el verde y el rojo y, si es necesario, partes de longitud de onda infrarroja del espectro
electromagnético. Cualquier fuente de luz adecuada que emita longitudes de onda que la planta pueda utilizar incluye,
por ejemplo, luz natural, una fuente de haluro metalico ceramico, una fuente de haluro metdlico, una fuente de sodio a
alta presion, LED, una fuente fluorescente, una fuente incandescente o un combinacion de las mismas.

La etapa de tratamiento de la planta para aumentar la biomasa de hojas secundarias antes de la infiltraciéon puede llevarse
a cabo durante todo el ciclo de crecimiento de la planta desde la germinacion (es decir, el dia 0) hasta la infiltracion (es
decir, la introduccion del vector recombinante en la planta) o el dia de la cosecha de la planta, o cualquier tiempo
intermedio. Por ejemplo, si el tratamiento es un fotoperiodo de 24 h, entonces la plantula germinada puede exponerse a
este fotoperiodo durante un periodo de tratamiento que se extiende desde el dia de la germinacion, hasta la etapa de
transformacion o infiltracion de la planta, la incubacion de la planta transformada y hasta el dia de la cosecha. Sin embargo,
también pueden usarse periodos mas cortos de tratamiento.

De manera similar, la etapa de tratamiento de una planta para aumentar el crecimiento secundario puede incluir un
aumento en la intensidad de luz a la que una planta se expone a la luz durante el crecimiento y que da como resultado un
aumento en el crecimiento secundario. Este tratamiento puede aplicarse durante todo el tiempo de crecimiento de la planta
desde la germinacion, hasta la transformacion o infiltracién de la planta, hasta el dia de la cosecha de la planta, o en
cualquier tiempo intermedio. De manera similar, la exposicion de las plantas a longitudes de onda seleccionadas durante
el crecimiento de modo que dé como resultado un aumento en el crecimiento secundario, puede aplicarse durante todo
el tiempo de crecimiento de la planta desde la germinacion (es decir, el dia 0) hasta la infiltracion (es decir, la introduccién
del vector recombinante en la planta), o el dia de la cosecha de la planta, o cualquier tiempo intermedio. El régimen de
temperatura durante el dia/noche puede variarse (de aproximadamente +/-1 °C a aproximadamente +/-15 °C, o cualquier
cantidad intermedia desde una base de 20 °C; o pueden proporcionarse pulsos de temperatura transportada) para
aumentar el crecimiento secundario de la planta, y la planta puede exponerse a este tratamiento durante todo el ciclo de
crecimiento de la planta desde la germinacion (es decir, el dia 0) hasta la infiltracion (es decir, la introduccion del vector
recombinante en la planta), o el dia de la cosecha de la planta, o cualquier tiempo intermedio.

Alternativamente, pueden aplicarse otros métodos de tratamiento para aumentar la biomasa de hojas secundarias de la
planta antes de la etapa de transformacion o infiltracion, puede ser de aproximadamente 20 dias antes de la infiltracién
hasta el dia de la infiltracion, o cualquier tiempo intermedio, por ejemplo 20 dias antes de la infiltracién, hasta el dia de la
infiltracién, o cualquier tiempo intermedio, por ejemplo de 20 dias, 19 dias, 18, dias, 17 dias, 16 dias, 15 dias, 14 dias, 13
dias, 12 dias, 11 dias, 10 dias, 9 dias, 8 dias, 7 dias, 6 dias, 5 dias, 4 dias, 3 dias, 2 dias, 1 dia antes de la infiltracion,
hasta el dia de la infiltracion o cualquier tiempo intermedio.

El uso de aumentar la duracion de la luz, para aumentar la biomasa de hojas secundarias, implica exponer la planta de
aproximadamente 12 h a aproximadamente 24 h de luz o cualquier valor intermedio, por ejemplo, aproximadamente 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 0 24 h. Por ejemplo, la duracién de la luz puede ser de 24 h, de modo que la
planta se expone a luz constante antes de la etapa de infiltracion.

El aumento en la duracidn de la luz puede llevarse a cabo desde aproximadamente el dia de la germinacién hasta el dia
de la infiltracion, o el dia de la cosecha de la planta, o cualquier tiempo intermedio. Por ejemplo, que no debe considerarse
limitante, de 40 dias, 35 dias, 30 dias, 25 dias, 20 dias, 19 dias, 18, dias, 17 dias, 16 dias, 15 dias, 14 dias, 13 dias, 12
dias, 11 dias, 10 dias, 9 dias, 8 dias, 7 dias, 6 dias, 5 dias, 4 dias, 3 dias, 2 dias antes de la infiltracion, el dia de la
infiltracién, el dia de la cosecha o cualquier tiempo intermedio. Un experto puede determinar facilmente el intervalo
apropiado antes de la poda.

La intensidad de luz puede incluir luz solar natural o luz solar natural suplementada con luz artificial o luz artificial. Si la
luz artificial se usa sola, 0 se usa para suplementar la luz solar natural, entonces puede usarse de aproximadamente 60
(umol/m? s) a aproximadamente 200 (umol/m? s) o cualquier valor intermedio, por ejemplo, aproximadamente 60, 70, 80,
90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190 o 200 (umol/m? s) o cualquier cantidad intermedia. Por ejemplo, la
intensidad de luz puede ser 160 (umol/m? s). El aumento en la intensidad de luz puede llevarse a cabo durante todo el
ciclo de crecimiento de la planta desde la germinacion (es decir, el dia 0) hasta la infiltracion (es decir, la introduccion del
vector recombinante en la planta), o el dia de la cosecha de la planta, o cualquier tiempo intermedio. Por ejemplo, de
aproximadamente, por ejemplo, de aproximadamente 40 dias, 35 dias, 30 dias, 25 dias, 20 dias, 19 dias, 18, dias, 17
dias, 16 dias, 15 dias, 14 dias, 13 dias, 12 dias, 11 dias, 10 dias, 9 dias, 8 dias, 7 dias, 6 dias, 5 dias, 4 dias 3 dias, 2
dias, 1 dia antes de la infiltracion, el dia de la infiltracion, el dia de la cosecha de la planta o cualquier tiempo intermedio.
Un experto puede determinar facilmente el intervalo apropiado antes de la poda.
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Por poda se entiende la eliminaciéon de una o mas de una yema apical 40, o la eliminacion de la punta o parte superior
del tallo que incluye la yema apical 40. La poda también puede incluir destruir, inducir necrosis o reducir el crecimiento de
las yemas apicales sin eliminar las yemas de la planta. Por reduccion del crecimiento de la yema (o reducir el crecimiento
de la yema), se entiende que la yema exhibe una reduccion, por ejemplo, en la actividad metabdlica, o un aumento de
tamafio durante un periodo de tiempo definido, de aproximadamente 50 % a 100 %, o cualquier cantidad intermedia, en
comparacion con una yema que no se ha tratado. La poda también puede realizarse mediante la aplicacién de un
compuesto quimico que reduce la dominancia apical. Si se aplica un compuesto quimico con fines de poda, las dosis
usadas son tipicamente las recomendadas por el fabricante del compuesto quimico.

La poda puede realizarse por cualquier medio conocido por un experto en la técnica e incluye, pero no se limita a, la
eliminacion mecanica de la yema, por ejemplo, pero sin limitarse a, corte, recorte, despunte, compresioén, por ejemplo,
con el uso de pinzas y similares, congelacioén localizada, por ejemplo, al dirigir una corriente localizada de nitrégeno liquido
a la yema, o rodear la yema con pinzas u otro dispositivo que se ha enfriado con el uso de una fuente de frio apropiada
que incluye nitrégeno liquido, hielo seco, hielo seco con etanol, hielo y similares, de modo que la temperatura de la yema
se reduzca para reducir el crecimiento de la yema o destruir la yema.

La poda también incluye la poda quimica, por ejemplo, la aplicacion de un herbicida (compuesto quimico; agente de poda)
que destruye o reduce el crecimiento de la yema, o la aplicacion de un regulador del crecimiento que destruye o reduce
el crecimiento de la yema. El uso de la poda quimica permite una manera eficiente de tratamiento de poda ya que las
plantas pueden tratarse facilmente mediante pulverizacién, nebulizacién, remojo, del compuesto quimico en la planta o
inmersién de las plantas en una solucién que comprende el compuesto quimico. Las plantas pueden tratarse una vez
antes de la etapa de infiltracion, o tratarse mas de una vez antes de la etapa de infiltracion. El agente, compuesto quimico
u hormona aumenta la formacion de tallos secundarios, la formacion de biomasa secundaria, 0 ambos, o reduce la
dominancia apical o una combinacién de los mismos. Por ejemplo, la planta puede cultivarse o tratarse con citocinas o
fitohormonas que promueven la formacion de tallos secundarios o reducen la dominancia apical o una combinacion de
los mismos. Por ejemplo, la planta puede tratarse con una fitohormona tal como, por ejemplo, con una citoquinina (CK)
para aumentar o promover la formacion de tallos secundarios. La citoquinina puede ser, por ejemplo, una citoquinina
sintética tal como la 6-bencilaminopurina (BAP) también conocida como benciladenina.

Una planta puede tratarse con una cantidad de fitohormona de aproximadamente 50 ppm a aproximadamente 900 ppm
o cualquier cantidad intermedia, por ejemplo, 100 ppm, 150 ppm, 200 ppm, 250 ppm, 300 ppm, 350 ppm, 400 ppm, 450
ppm, 500 ppm, 550 ppm, 600 ppm, 650 ppm, 700 ppm, 750 ppm, 800 ppm, 850 ppm, 900 ppm o cualquier cantidad
intermedia. Por ejemplo, la planta puede tratarse con aproximadamente 100 ppm a 500 ppm de una fitohormona, por
ejemplo, BAP.

Como se muestra en las Figuras 9, 10 y 11, el tratamiento de las plantas con BAP tuvo poco efecto sobre la biomasa
primaria pero tuvo un efecto positivo significativo sobre la produccion de biomasa secundaria (ver la Figura 9b).

Ademas, un agente o compuesto quimico que reduce la dominancia apical puede aplicarse a la planta, por ejemplo, la
planta puede podarse quimicamente o tratarse de otra manera para reducir la dominancia apical. Los ejemplos de
compuestos quimicos que pueden usarse incluyen, pero no se limitan a, herbicidas, por ejemplo, reguladores del
crecimiento de las plantas Ethephon (por ejemplo, Bromeflor, Cerone, Chlorethephon Ethrel, Florel, Prep y Flordimex),
Daminozida (acido butanodioico mono-2,2-dimetilhidrazina, acido 2,2-dimetilhidrazida succinico; por ejemplo, B-nine; Alar,
Kylar, SADH, B-nine, B-995, aminozida), Atrimmec (dikegulac sodio), hidrazida maleica (1,2,-dihidro-3,6-piridazinodiona),
e incluye inhibidores de la sintesis de acido giberélico, por ejemplo, pero sin limitarse a, Cycocel (cloruro de clormequat),
A-Rest (ancimidol), triazoles, por ejemplo, Bonzi (paclobutrazol), Sumagic (uniconazol) o 3-amino-1,2,4-triazol (3-AT).
Estos compuestos pueden usarse a intervalos de dosis conocidos para la modificacién del crecimiento de las plantas, por
ejemplo, el intervalo de dosis usado puede ser el recomendado por el fabricante del compuesto quimico. Estos
compuestos también pueden usarse a intervalos de dosis que estan por debajo de los conocidos para la modificacién del
crecimiento de las plantas, por ejemplo, el intervalo de dosis usado puede usarse a 75 %, 50 %, 25 %, 10 % del
recomendado por el fabricante del compuesto quimico. Estos compuestos pueden usarse de aproximadamente 0,2 ppm
a aproximadamente 5000 ppm, y cualquier cantidad intermedia, en dependencia del regulador del crecimiento
seleccionado. Ademas, el agente de poda (compuesto quimico) puede aplicarse una vez, o pueden realizarse aplicaciones
adicionales segln sea necesario. Por ejemplo, el compuesto quimico puede aplicarse una vez, o el compuesto quimico
puede aplicarse mas de una vez, para dar como resultado una poda quimica de la planta antes o después de la infiltracion.
Si se usa la poda quimica, el compuesto quimico puede aplicarse desde aproximadamente 20 dias antes de la infiltracion
hasta aproximadamente 2 dias después de la infiltraciéon o cualquier tiempo intermedio, por ejemplo, la aplicacion de un
compuesto quimico a 14 dias, 7 dias o 5 dias antes a la infiltracion puede usarse eficazmente.

La poda de la yema apical puede llevarse a cabo desde aproximadamente 20 dias antes de la infiltracién, hasta
aproximadamente 2 dias antes de la infiltracién o cualquier tiempo intermedio, por ejemplo 19 dias antes de la infiltracion,
hasta aproximadamente 2 dias antes de la infiltracién, o cualquier tiempo intermedio, por ejemplo, 18 dias antes de la
infiltracion, hasta aproximadamente 2 dias antes de la infiltracién, o cualquier tiempo intermedio, por ejemplo, 17 dias
antes de la infiltracién, hasta aproximadamente 2 dias antes de la infiltracion, o cualquier tiempo intermedio, por ejemplo,
16 dias antes de la infiltracion, hasta aproximadamente 2 dias antes de la infiltracion, o cualquier tiempo intermedio, por
ejemplo 15 dias antes de la infiltracion, hasta aproximadamente 2 dias antes de la infiltracion, o cualquier tiempo
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intermedio, por ejemplo 14 dias antes de la infiltracién, hasta aproximadamente 2 dias antes de la infiltracion, o cualquier
tiempo intermedio, por ejemplo 13 dias antes de la infiltracién, hasta aproximadamente 2 dias antes de la infiltracién, o
cualquier tiempo intermedio, por ejemplo, 12 dias antes de la infiltracién, hasta aproximadamente 2 dias antes de la
infiltracién, o cualquier tiempo intermedio, por ejemplo, desde aproximadamente 11 dias antes de la infiltracion hasta
aproximadamente 2 dias antes de la infiltracion, o cualquier tiempo intermedio, por ejemplo, desde aproximadamente 10
dias antes de la infiltracion hasta aproximadamente 2 dias antes de la infiltracion, o cualquier tiempo intermedio, por
ejemplo, desde aproximadamente 9 dias antes de la infiltracién hasta aproximadamente 2 dias antes de la infiltracion, o
cualquier tiempo intermedio, por ejemplo, desde aproximadamente 8 dias antes de la infiltracién hasta aproximadamente
2 dias antes de la infiltracion, o cualquier tiempo intermedio, por ejemplo, desde aproximadamente 7 dias antes de la
infiltracién hasta aproximadamente 2 dias antes de la infiltraciéon, o cualquier tiempo intermedio, por ejemplo, desde
aproximadamente 6 dias antes de la infiltracién hasta aproximadamente 2 dias antes de la infiltracion, o cualquier tiempo
intermedio, por ejemplo, de aproximadamente 5 dias antes de la infiltracién hasta aproximadamente 2 dias antes de la
infiltracién, o cualquier tiempo intermedio, para ejemplo, desde aproximadamente 4 dias antes de la infiltracion hasta
aproximadamente 2 dias antes de la infiltracidn, o cualquier tiempo intermedio, por ejemplo, de aproximadamente 3 dias
antes de la infiltracién hasta aproximadamente 2 dias antes de la infiltracién, o cualquier tiempo intermedio o desde 20
dias, 19 dias, 18 dias, 17 dias, 16 dias, 15 dias, 14 dias, 13 dias, 12 dias, 11 dias, 10 dias, 9 dias, 8 dias, 7 dias, 6 dias,
5 dias, 4 dias 3 dias antes de la infiltracion, hasta aproximadamente 2 dias antes de la infiltracion, o cualquier tiempo
intermedio. Un experto puede determinar facilmente el intervalo apropiado antes de la poda.

El método puede incluir ademas la cosecha de la planta o una parte de la planta. Por ejemplo, puede cosecharse la planta
completa que comprende tallos primarios y secundarios. Alternativamente, puede cosecharse una parte de la planta que
comprende biomasa secundaria, biomasa primaria 0 una combinacion de las mismas. Por ejemplo, pueden cosecharse
las hojas S1, S2, S3, P1, P2, P3, las hojas S1, S2, S3, P1, P2, P3 con peciolos asociados o cualquier combinacién de las
mismas. Las hojas viejas (P3) de la planta pueden excluirse de la cosecha si se desea.

Por el término "parte de una planta" se entiende cualquier parte derivada de una planta, que incluye el tejido obtenido de
la planta, por ejemplo, pero sin limitarse a las hojas, las hojas y el tallo, las raices, la parte aérea que incluye las hojas,
tallo y opcionalmente la parte floral de la planta, células, protoplastos o cualquier combinacion de los mismos obtenida de
la planta. Por ejemplo, "parte de una planta" puede referirse a las hojas o tallos de una planta. Una parte de la planta
también puede comprender biomasa secundaria, biomasa primaria o una combinacién de las mismas, por ejemplo, hojas
S1, S2, S3, P1, P2, P3, hojas S1, S2, S3, P1, P2, P3 con peciolos asociados o cualquier combinacién de las mismas.

Por el término "materia vegetal” se entiende cualquier material derivado de una planta. La materia vegetal puede
comprender una planta completa, tejido, células o cualquier fraccion de los mismos. Ademas, la materia vegetal puede
comprender componentes vegetales intracelulares, componentes vegetales extracelulares, extractos liquidos o solidos de
plantas, o una combinacidn de los mismos. Ademas, la materia vegetal puede comprender plantas, células vegetales,
tejidos, un extracto liquido, o una combinacién de los mismos, de hojas, tallos, frutos, raices de las plantas o una
combinacion de los mismos. La materia vegetal puede comprender una planta o parte de la misma que no se ha sometido
a ninguna etapa de procesamiento. Sin embargo, también se contempla que el material vegetal pueda someterse a etapas
de procesamiento minimo como se define a continuacion, o a un procesamiento mas riguroso, que incluye la purificacion
de proteinas parcial o sustancial con el uso de técnicas cominmente conocidas en la técnica que incluyen, pero no se
limitan a cromatografia, electroforesis y similares.

La proteina de interés producida puede purificarse, purificarse parcialmente a partir de una planta, parte de una planta o
materia vegetal, o puede administrarse como una vacuna oral, con el uso de métodos conocidos para un experto en la
técnica. La purificacion puede incluir la produccién de una fraccién de apoplastos como se describe en el documento WO
2011/035422. Para la cromatografia preparativa de exclusién por tamafo, puede obtenerse una preparacién que
comprende la proteina de interés y el material insoluble puede eliminarse por centrifugacion. También puede usarse la
precipitacion con PEG. La proteina recuperada puede cuantificarse con el uso de métodos convencionales (por ejemplo,
ensayo de Bradford, BCA), y el extracto se hace pasar a través de una columna de exclusién por tamafio, con el uso de,
por ejemplo, SEPHACRYLTM, SEPHADEXTM o un medio similar, y se recolectan las fracciones. Blue Dextran 2000 o
una proteina adecuada, puede usarse como estandar de calibracion. El extracto también puede hacerse pasar a través
de una columna de intercambio catidnico y las fracciones activas se recolectan. Después de la cromatografia, las
fracciones pueden analizarse adicionalmente mediante electroforesis de proteinas, inmunotransferencia, o0 ambas, para
confirmar la presencia de la proteina de interés y el complemento proteico de la fraccion.

Por el término "procesamiento minimo" se entiende materia vegetal, por ejemplo, una planta o parte de la misma que
comprende una proteina de interés que se purifica parcialmente para producir un extracto vegetal, homogeneizado,
fraccion de homogeneizado vegetal o similar (es decir, minimamente procesado). La purificacion parcial puede
comprender, pero no se limita a romper las estructuras celulares de la planta para crear asi una composicion que
comprende componentes vegetales solubles y componentes vegetales insolubles que pueden separarse mediante, por
ejemplo, pero sin limitarse a, centrifugacion, filtracion o una combinacién de los mismos. En este sentido, las proteinas
secretadas dentro del espacio extracelular de la hoja u otros tejidos podrian obtenerse facilmente con el uso de vacio o
extraccion centrifuga, o los tejidos podrian extraerse bajo presion mediante el paso a través de rodillos o trituracion o
similares para exprimir o liberar la proteina libre dentro del espacio extracelular. El procesamiento minimo también podria
implicar la preparacion de extractos crudos de proteinas solubles, ya que estas preparaciones tendrian una contaminacion
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insignificante de productos vegetales secundarios. Ademas, el procesamiento minimo puede implicar la extraccion acuosa
de proteina soluble de las hojas, seguida de la precipitacion con cualquier sal adecuada. Otros métodos pueden incluir la
maceracion a gran escala y la extraccion de jugo para permitir el uso directo del extracto.

Por "secuencia de nucleétidos (o acido nucleico) de interés", o "region codificante de interés", se entiende cualquier
secuencia de nucledtidos, o region codificante (estos términos pueden usarse indistintamente) que se expresara dentro
de un organismo huésped, por ejemplo una planta, para producir una proteina de interés. Dicha secuencia de nucleétidos
de interés puede codificar, pero no se limita a, proteinas nativas o modificadas, una enzima industrial o una enzima
industrial modificada, una proteina agricola o una proteina agricola modificada, una proteina auxiliar, un suplemento
proteico, una proteina farmacéuticamente activa, un nutracéutico, un producto de valor agregado o un fragmento del
mismo para piensos, alimentos o tanto para piensos como para uso alimentario.

La proteina de interés puede expresarse en cualquier huésped vegetal adecuado que se transforma con la secuencia de
nucledtidos, o construcciones, o vectores descritos en la presente descripcion. Los ejemplos de huéspedes adecuados
incluyen, pero no se limitan a, Arabidopsis, cultivos agricolas que incluyen, por ejemplo, canola, Brassica spp., maiz,
Nicotiana spp., (tabaco), por ejemplo, Nicotiana benthamiana, alfalfa, patata, batata (Ipomoea batatus), ginseng, guisante,
avena, arroz, soja, trigo, cebada, girasol, algodon, maiz, centeno (Secale cereale), sorgo (Sorghum bicolor, Sorghum
vulgare), cartamo (Carthamus tinctorius).

"Casete de expresion" se refiere a una secuencia de nucleétidos que comprende un &cido nucleico de interés bajo el
control de, y operablemente (u operativamente) unido a, un promotor apropiado u otros elementos reguladores para la
transcripcion del &cido nucleico de interés en una célula huésped, por ejemplo una célula vegetal.

Por "region reguladora”, "elemento regulador” o "promotor” se entiende una parte de &cido nucleico tipicamente, pero no
siempre, corriente arriba de la regién codificante de proteinas de un gen, que puede estar compuesto por ADN o ARN, o
tanto ADN como ARN.

Por "unido operativamente" se entiende que las secuencias particulares interactian directa o indirectamente para llevar a
cabo una funcidn prevista, tal como la mediacién o la modulacion de la expresién génica. La interaccién de secuencias
unidas operativamente puede, por ejemplo, estar mediada por proteinas que interactian con las secuencias unidas
operativamente. Una regién reguladora de la transcripcién y una secuencia de interés estan unidas operablemente cuando
las secuencias se conectan funcionalmente para permitir que la transcripcion de la secuencia de interés sea mediada o
modulada por la region reguladora de la transcripcion.

Cuando una region reguladora esta activa, y en asociacion operativa, o unida operativamente, con un gen de interés, esta
puede dar como resultado la expresion del gen de interés. Un elemento regulador puede ser capaz de mediar la
especificidad en un érgano o controlar la activacién de genes por el desarrollo o temporal. Una "regién reguladora” incluye
elementos promotores, elementos promotores minimos que exhiben una actividad promotora basal, elementos que son
inducibles en respuesta a un estimulo externo, elementos que median la actividad promotora tales como elementos
reguladores negativos o potenciadores de la transcripcion. "Region reguladora”, como se usa en la presente descripcion,
también incluye elementos que son activos después de la transcripcion, por ejemplo, elementos reguladores que modulan
la expresion génica tales como potenciadores de la transcripcion y la traduccion, represores de la transcripcion y la
traduccion, secuencias activadoras corriente arriba y determinantes de inestabilidad del ARNm. Varios de estos ultimos
elementos pueden ubicarse préximos a la region codificante.

En el contexto de esta descripcion, el término "elemento regulador” o "regién reguladora” tipicamente se refiere a una
secuencia de ADN, generalmente, pero no siempre, corriente arriba (5') a la secuencia codificante de un gen estructural,
gue controla la expresién de la region codificante al proporcionar el reconocimiento para la ARN polimerasa y/u otros
factores necesarios para que la transcripcion comience en un sitio particular. Sin embargo, debe entenderse que otras
secuencias de nucledtidos, ubicadas dentro de los intrones, o 3' de la secuencia también pueden contribuir a la regulacion
de la expresion de una region codificante de interés. Un ejemplo de un elemento regulador que proporciona el
reconocimiento de la ARN polimerasa u otros factores de transcripcion para garantizar el inicio en un sitio particular es un
elemento promotor.

La mayoria, pero no todos, los elementos promotores eucariotas contienen una caja TATA, una secuencia de acido
nucleico conservada compuesta por pares de bases de nucleétidos de adenosina y timidina, generalmente situados
aproximadamente a 25 pares de bases corriente arriba de un sitio de inicio de la transcripcion. Un elemento promotor
comprende un elemento promotor basal, responsable del inicio de la transcripcién, asi como otros elementos reguladores
(como se enumerd anteriormente) que modifican la expresion génica.

Una region reguladora constitutiva dirige la expresion de un gen a través de las diversas partes de una planta y de manera
continua a lo largo del desarrollo de la planta.

Los ejemplos de elementos reguladores constitutivos conocidos incluyen promotores asociados con el transcrito 35S de

CaMV. (Odell y otros, 1985, Nature, 313: 810-812), los genes de actina de arroz 1 (Zhang y otros, 1991, Plant Cell, 3:
1155-1165), actina 2 (An y otros, 1996, Plant J., 10: 107-121), o tms 2 (U.S. 5,428,147) y triosafosfato isomerasa 1 (Xu y
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otros, 1994, Plant Physiol. 106: 459-467), el gen de ubiquitina 1 de maiz (Cornejo y otros, 1993, Plant Mol. Biol. 29: 637-
646), los genes de ubiquitina 1 y 6 de Arabidopsis (Holtorf y otros, 1995, Plant Mol. Biol. 29: 637-646), y el gen del factor
de inicio de la traduccion 4A del tabaco (Mandel y otros, 1995 Plant Mol. Biol. 29: 995-1004). El término "constitutivo",
como se usa en la presente descripcion, no indica necesariamente que un gen bajo el control de la regién reguladora
constitutiva se expresa al mismo nivel en todos los tipos de células, sino que el gen se expresa en una amplia variedad
de tipos de células aun cuando a menudo se observa variacion en la abundancia.

En otro ejemplo la proteina de interés puede expresarse en un sistema de expresién que comprende regiones o elementos
de amplificacién y/o elementos reguladores (también denominados elementos potenciadores en la presente descripcion).
Por ejemplo, un elemento de amplificaciéon de un geminivirus tal como, por ejemplo, un elemento de amplificacion del virus
del mosaico enano amarillo del frijol (BeYDV) puede usarse para expresar la proteina de interés. BeYDV pertenece al
género Mastrevirus adaptado a plantas dicotiledéneas. BeYDV es monopartita con un genoma de ADN circular
monocatenario y puede replicarse a nimeros de copia muy altos mediante un mecanismo de circulo rodante. Los sistemas
de vectores replicones de ADN derivados de BeYDV se han usado para la produccién rapida de proteinas con alto
rendimiento en plantas.

Como se usa en la presente descripcion, la frase "elementos de amplificacion” se refiere a un segmento de &cido nucleico
que comprende al menos una parte de una 0 mas regiones intergénicas largas (LIR) de un genoma de geminivirus. Como
se usa en la presente descripcion, "region intergénica larga” se refiere a una region de una region intergénica larga que
contiene un sitio de union a rep capaz de mediar la escision y replicacion por una proteina Rep de geminivirus. En algunos
aspectos, el segmento de &acido nucleico que comprende una o mas LIR, puede comprender ademas una region
intergénica corta (SIR) de un genoma de geminivirus. Como se usa en la presente descripcién, "region intergénica corta"
se refiere a la cadena complementaria (la IR corta (SIR) de un Mastrevirus). En la presente descripcion puede usarse
cualquier elemento de amplificacion derivado de geminivirus adecuado. Ver, por ejemplo, los documentos
W02000/20557; W02010/025285; Zhang X. y otros (2005, Biotechnology and Bioengineering, Vol. 93, 271-279), Huang
Z. y otros (2009, Biotechnology and Bioengineering, Vol. 103, 706-714), Huang Z. y otros (2009, Biotechnology and
Bioengineering, Vol. 106, 9-17)). Si se usa mas de una LIR en la construccién, por ejemplo, dos LIR, entonces el promotor,
las regiones CMPV-HT y la secuencia de acido nucleico de interés y el terminador estan flanqueados por cada una de las
dos LIR.

Se pueden usar elementos potenciadores para lograr un alto nivel de expresion transitoria de la proteina de interés. Los
elementos potenciadores pueden basarse en virus de plantas de ARN, que incluyen los comovirus, tales como el virus
del mosaico del caupi (CPMV; ver, por ejemplo, los documentos WO2007/135480; W0O2009/087391; US 2010/0287670,
Sainsbury F. y otros, 2008, Plant Physiology; 148: 121-1218; Sainsbury F. y otros, 2008, Plant Biotechnology Journal; 6:
82-92; Sainsbury F. y otros, 2009, Plant Biotechnology Journal; 7: 682-693; Sainsbury F. y otros 2009, Methods in
Molecular Biology, Recombinant Proteins From Plants, vol. 483: 25-39), "CPMV HT+" como se describe en el documento
US 61/971,274 0 "CPMVX" (también denominado "CPMV 160") y/o "CPMVX+" (también denominado "CPMV 160+") como
se describe en el documento US 61/925,852.

El silenciamiento génico postranscripcional (PTGS) puede estar implicado en la limitacion de la expresion de transgenes
en plantas, y la coexpresion de un supresor del silenciamiento del virus Y de la patata (HcPro) puede usarse para
contrarrestar la degradacion especifica de los ARNm transgénicos (Brigneti y otros, 1998, EMBO J. 17, 6739-6746). Los
supresores de silenciamiento alternativos se conocen bien en la técnica y pueden usarse como se describe en la presente
descripcién (Chiba y otros, 2006, Virology 346:7-14), por ejemplo, pero sin limitarse a, TEV-p1/HC-Pro (virus del grabado
del tabaco-pl/HCPro), BYV -p21, p19 del virus del enanismo ramificado del tomate (TBSV p19; la construccion de p19 se
describe en el documento WO 2010/0003225), proteina de la capside del virus del arrugamiento del tomate (TCV -CP),
2b del virus del mosaico del pepino; CMV-2b), p25 del virus X de la patata (PVX-p25), p11 del virus M de la patata (PVM-
pl1), p11 del virus S de la patata (PVS-p11), p16 del virus de la quemazon del arandano (BScV -p16), p23 del virus de la
tristeza de los citricos (CTV-p23), p24 del virus-2 asociado al enrollamiento de la hoja de vid, (GLRaV-2 p24), p10 del
virus de la vid A, (GVA-p10), p14 del virus de la vid B (GVB-p14), p10 del virus latente de Heracleum (HLV-p10) o p16 del
virus latente comun del ajo (GCLV-p16).

Por lo tanto, uno 0 mas supresores de silenciamiento, por ejemplo, pero sin limitarse a, HcPro, TEV -p1/HC-Pro, BYV-
p21, TBSV p19, TCV-CP, CMV-2h, PVX-p25, rgscam, proteina B2 de FHV, la proteina de envoltura pequefia de CPMV y
la proteina de envoltura de TCV, PVM-pl11, PVS-p11, BScV-pl6, CTV-p23, GLRaV-2 p24, GBV-p14, HLV-p10, GCLV-
pl6 o GVA-p10 pueden coexpresarse junto con el casete de expresién basado en comovirus, el elemento de amplificacion
derivado de geminivirus y la secuencia de acido nucleico que codifica la proteina de interés para garantizar ain mas altos
niveles de produccion de proteinas dentro de una planta.

Las construcciones descritas en la presente descripcion pueden introducirse en células vegetales con el uso de plasmidos
Ti, pldsmidos Ri, vectores de virus de plantas, transformacion directa de ADN, microinyeccion, electroporacion, etcétera.
Para resefias de tales técnicas ver, por ejemplo, Weissbach y Weissbach, Methods for Plant Molecular Biology, Academy
Press, Nueva York VIII, pp. 421-463 (1988); Geierson y Corey, Plant Molecular Biology, 2da Ed. (1988); y Miki e lyer,
Fundamentals of Gene Transfer in Plants. En Plant Metabolism, 2da Ed. DT. Dennis, DH Turpin, DD Lefebrve, DB Layzell
(eds), Addison Wesly, Langmans Ltd. Londres, pp. 561-579 (1997). Otros métodos incluyen la captacion directa de ADN,
el uso de liposomas, la electroporacioén, por ejemplo con el uso de protoplastos, microinyeccion, microproyectiles o fibras
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e infiltracion al vacio. Ver, por ejemplo, Bilang, y otros (1991, Gene 100: 247-250), Scheid y otros (1991, Mol. Gen. Genet.
228: 104-112), Guerche y otros (1987, Plant Science 52: 111-116), Neuhause y otros (1987, Theor. Appl Genet. 75: 30-
36), Klein y otros, (2987, Nature 327: 70-73); Freeman y otros (1984, Plant Cell Physiol. 29: 1353), Howell y otros (1980,
Science 208: 1265), Horsch y otros (1985, Science 227: 1229-1231), DeBlock y otros, (1989, Plant Physiology 91: 694-
701), Methods for Plant Molecular Biology (Weissbach y Weissbach, eds., Academic Press Inc., 1988), Methods in Plant
Molecular Biology (Schuler y Zielinski, eds., Academic Press Inc., 1989), documentos WO 92/09696, WO 94/00583, EP
331083, EP 175966, Liu y Lomonossoff (2002, J Virol Meth, 105:343-348), documentos EP 290395; WO 8706614,
patentes de Estados Unidos nam. 4,945,050; 5,036,006; y 5,100,792, solicitudes de patente de Estados Unidos con nim.
de serie 08/438,666, presentada el 10 de mayo de 1995 y 07/951,715, presentada el 25 de septiembre de 1992).

Los métodos de expresion transitoria pueden usarse para expresar las construcciones descritas en la presente descripcion
(ver D'Aoust y otros, 2009, Methods in molecular biology, Vol 483, paginas 41-50; Liu y Lomonossoff, 2002, Journal of
Virological Methods, 105:343-348). Alternativamente, puede usarse un método de expresion transitoria basado en vacio,
como se describe en Kapila y otros, (1997, Plant Sci. 122, 101-108) o los documentos WO 00/063400, WO 00/037663.
Estos métodos pueden incluir, por ejemplo, pero no se limitan a, un método de agroinoculacién o agroinfiltracion,
infiltracién con jeringa, sin embargo, también pueden usarse otros métodos transitorios como se indico anteriormente.
Con agroinoculacién, agroinfiltracion o infiltracién con jeringa, una mezcla de Agrobacterias que comprende el acido
nucleico deseado se introduce en los espacios intercelulares de un tejido, por ejemplo, las hojas, la parte aérea de la
planta (que incluye el tallo, las hojas y la flor), otra parte de la planta (tallo, raiz, flor) o la planta completa. Después de
cruzar la epidermis, las Agrobacterias infectan y transfieren copias de ADN-t a las células. El ADN-t se transcribe de
manera episomal y el ARNm se traduce, lo que conduce a la produccidn de la proteina de interés en las células infectadas,
sin embargo, el paso del ADN-t dentro del nicleo es transitorio.

En la presente descripcion también se describen plantas, células vegetales o semillas transgénicas que contienen la
construccion génica descrita en la presente descripcién que pueden usarse como una planta de plataforma adecuada
para la expresion transitoria de proteinas descrita en la presente descripcion. Los métodos para regenerar plantas
completas a partir de células vegetales también se conocen en la técnica (por ejemplo, ver Guerineau y Mullineaux (1993,
Plant transformation and expression vectors). En: Plant Molecular Biology Labfax (Croy RRD ed. Oxford, BIOS Scientific
Publishers, pp 121-148). En general, las células vegetales transformadas se cultivan en un medio apropiado, que puede
contener agentes de seleccion tales como antibidticos, donde se usan marcadores de seleccion para facilitar la
identificacion de las células vegetales transformadas. Una vez que se forma el callo, se puede fomentar la formacion de
brotes con el empleo de las hormonas vegetales apropiadas de acuerdo con métodos conocidos y los brotes se transfieren
a un medio de enraizamiento para la regeneracion de las plantas. Las plantas pueden usarse después para establecer
generaciones repetitivas, ya sea a partir de semillas o con el uso de técnicas de propagacion vegetativa. Las plantas
transgénicas también pueden generarse sin usar cultivo de tejidos. Los métodos para la transformacion estable y la
regeneracion de estos organismos estan establecidos en la técnica y son conocidos para un experto en la técnica. Las
técnicas disponibles se resefian en Vasil y otros, (Cell Culture and Somatic Cell Genetics of Plants, Vol. |, Il y lll, Laboratory
Procedures and Their Applications, Academic Press, 1984), y Weissbach y Weissbach (Methods for Plant Molecular
Biology, Academic Press, 1989). El método para obtener plantas transformadas y regeneradas no es critico.

Si las plantas, la parte de la planta o la célula vegetal van a transformarse o cotransformarse con dos 0 méas construcciones
de &cido nucleico, la construccion de acido nucleico puede introducirse en el Agrobacterium en un solo evento de
transfeccion, los &cidos nucleicos se combinan y las células bacterianas se transfectan como se describio.
Alternativamente, las construcciones pueden introducirse en serie. En este caso, se introduce una primera construccion
en el Agrobacterium como se describid, las células se cultivan en condiciones de seleccion (por ejemplo, en presencia de
un antibiético) donde solo pueden crecer las bacterias transformadas individualmente. Después de esta primera etapa de
seleccion, se introduce una segunda construccion de acido nucleico en el Agrobacterium como se describio, y las células
se cultivan en condiciones de doble seleccidn, donde solo pueden crecer las bacterias doblemente transformadas. Las
bacterias doblemente transformadas pueden usarse después para transformar una planta, parte de la planta o célula
vegetal como se describe en la presente descripcion, o pueden someterse a una etapa de transformacion adicional para
acomodar una tercera construccion de acido nucleico.

Alternativamente, si las plantas, una parte de la planta o una célula vegetal van a transformarse o cotransformarse con
dos 0 méas construcciones de acido nucleico, la construccion de acido nucleico puede introducirse en la planta mediante
la coinfiltracion de una mezcla de células de Agrobacterium con la planta, parte de la planta o célula vegetal, cada célula
de Agrobacterium puede comprender una 0 mas construcciones a introducir dentro de la planta. Para variar los niveles
de expresion relativa dentro de la planta, parte de la planta o célula vegetal, de una secuencia de nucleétidos de interés
dentro de una construccién, durante la etapa de infiltracion, puede variarse la concentracion de las diversas poblaciones
de Agrobacterias que comprenden las construcciones deseadas.

La proteina de interés puede comprender un péptido sefal nativo o no nativo; el péptido sefial no nativo puede ser de
origen vegetal. Por ejemplo, el péptido sefial puede ser un péptido sefial de proteina disulfuro isomerasa (PDI). El péptido
sefial nativo puede corresponder al de la proteina de interés que se expresa. La secuencia de nucleétidos de interés, o la
region codificante de interés también puede incluir una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina
farmacéuticamente activa, por ejemplo factores de crecimiento, reguladores del crecimiento, anticuerpos, antigenos y
fragmentos de los mismos, o sus derivados (tiles para la inmunizaciéon o vacunacion y similares. Dichas proteinas
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incluyen, pero no se limitan a, una proteina que es un patégeno humano, una proteina viral, por ejemplo, pero sin limitarse
a una o mas proteinas del virus sincitial respiratorio

(RSV), rotavirus, virus de la influenza, virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), virus de la rabia, virus del papiloma
humano (VPH), enterovirus 71 (EV71) o interleucinas, por ejemplo, una o mas de una de IL-1 a IL-24, IL-26 e IL-27,
citocinas, eritropoyetina (EPO), insulina, G-CSF, GM-CSF, hPG-CSF, M-CSF o combinaciones de los mismos,
interferones, por ejemplo, interferén alfa, interferén beta, interferén-gamma, factores de coagulacién de la sangre, por
ejemplo, Factor VIII, Factor IX o tPA hGH, receptores, agonistas de receptores, anticuerpos, por ejemplo, pero sin limitarse
a, Rituxan, neuropolipéptidos, insulina, vacunas, factores de crecimiento, por ejemplo, pero sin limitarse a, factor de
crecimiento epidérmico, factor de crecimiento de queratinocitos, factor de crecimiento de transformacion, reguladores del
crecimiento, antigenos, autoantigenos, fragmentos de los mismos o combinaciones de los mismos.

La proteina de interés también puede incluir una hemaglutinina de influenza (HA; ver el documento WO 2009/009876). La
HA es una glicoproteina de membrana de tipo | homotrimérica, que generalmente comprende un péptido sefial, un dominio
HA1 y un dominio HA2 que comprende un sitio de anclaje que abarca la membrana en el extremo C-terminal y una cola
citoplasmatica pequefia. Las secuencias de nucle6tidos que codifican HA se conocen bien y estan disponibles (ver, por
ejemplo, la Base de Datos BioDefense and Public Health (Influenza Research Database; Squires y otros, 2008 Nucleic
Acids Research 36:D497-D503) en URL: biohealth-base.org/GSearch/home.do?decorator=Influenza; o las bases de datos
mantenidas por el Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica (ver URL: ncbi.nlm.nih.gov).

Una proteina HA puede ser de una influenza tipo A, una influenza tipo B o es un subtipo de influenza HA tipo A
seleccionada del grupo de HI, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15 y H16. La HA puede ser
de una influenza tipo A, seleccionada del grupo HI, H2, H3, H5, H6, H7 y H9. Los fragmentos de las HA enumeradas
anteriormente también pueden considerarse una proteina de interés. Ademas, los dominios de un tipo o subtipo de las
HA enumeradas anteriormente pueden combinarse para producir HA quiméricas (ver, por ejemplo, el documento
WO2009/076778).

Los ejemplos de subtipos que comprenden proteinas HA incluyen A/Nueva Caledonia/20/99 (H1N1), A/Indonesia/5/2006
(H5N1), A/pollo/Nueva York/1995, Al/gaviota argéntea/DE/677/88 (H2N8), A/Texas/32/2003, A/anade/MN/33/00,
Alpato/Shanghai/1/2000, A/anade rabudo/TX/828189/02, A/Pavo/Ontario/6118/68 (H8N4), A/pato cuchareta/lrdn/G54/03,
Al/pollo/Alemania/N/1949 (H10N7), Alpato/Inglaterra/56 (H11N®), Alpato/Alberta/60/76 (H12N5),
A/Gaviota/Maryland/704/77 (H13N6), A/Anade/Gurjev/263/82, A/pato/Australia/341/83 (H15N8), Al/gaviota de cabeza
negra/Suecia/5/99 (H16N3), B/Lee/40, C/Johannesburgo/66, A/Puerto Rico/8/34 (H1N1), A/Brisbane/59/2007 (H1N1),
Allslas Salomén 3/2006 (H1N1), A/Brisbane 10/2007 (H3N2), A/Wisconsin/67/2005 (H3N2), B/Malasia/2506/2004,
B/Florida/4/2006, A/Singapur/1/57 (H2N2), A/Anhui/1/2005 (H5N1), A/Vietnam/1194/2004 (H5N1), A/Cerceta/Hong-
Kong/W312/97 (H6N1), A/Equino/Praga/56 (H7N7), A/Hong Kong/1073/99 (HIN2)).

La proteina HA puede ser un subtipo HI, H2, H3, H5, H6, H7 o H9. Por ejemplo, la proteina H1 puede ser de la cepa
A/Nueva Caledonia/20/99 (H1N1), A/Puerto Rico/8/34 (H1N1), A/Brisbane/59/2007 (H1N1), A/lslas Salomén 3/Cepa 2006
(H1N1), A/California/04/2009 (H1IN1) o A/California/07/2009 (H1N1). La proteina H3 también puede ser de la cepa
A/Brisbane 10/2007 (H3N2), A/Wisconsin/67/2005 (H3N2), A/Victoria/361/2011 (H3N2), A/Texas/50/2012 (H3N2),
A/Hawaii/22/2012 (H3N2), A/Nueva York/39/2012 (H3N2) o A/Perth/16/2009 (H3N2). La proteina H2 puede ser de la cepa
A/Singapur/1/57 (H2N2). La proteina H5 puede ser de la cepa A/Anhui/1/2005 (H5N1), A/Vietnam/1194/2004 (H5N1) o
Allndonesia/5/2005. La proteina H6 puede ser de la cepa A/Cerceta/Hong Kong/W312/97 (H6N1). La proteina H7 puede
ser de la cepa A/Equino/Praga/56 (H7N7), o H7 A/Hangzhou/1/2013, A/Anhui/1/2013 (H7N9) o A/Shanghai/2/2013
(H7N9). La proteina H9 puede ser de la cepa A/Hong Kong/1073/99 (H9N2). La proteina HA puede provenir de un virus
de la influenza que puede ser un virus tipo B, que incluye virus similar a B/Malasia/2506/2004, B/Florida/4/2006,
B/Brisbane/60/08, B/Massachusetts/2/2012 (linaje de Yamagata) o B/Wisconsin/1/2010 (linaje de Yamagata). Los
ejemplos no limitantes de secuencias de aminoacidos de las proteinas HA de los subtipos H1, H2, H3, H5, H6, H7, H9 o
B incluyen secuencias como se describe en los documentos WO 2009/009876, WO 2009/076778, WO 2010/003225. La
proteina HA del virus de la influenza puede ser H5 Indonesia.

La HA puede comprender un péptido sefial nativo o no nativo; el péptido sefial no nativo puede ser de origen vegetal. Por
ejemplo, el péptido sefial puede ser un péptido sefal de proteina disulfuro isomerasa (PDI). El péptido sefial nativo puede
corresponder al de la hemaglutinina que se expresa o puede corresponder a una segunda hemaglutinina.

En la presente descripcion se describen moléculas de acido nucleico que comprenden secuencias que codifican una
proteina HA. Las moléculas de acido nucleico pueden comprender ademas una o mas regiones reguladoras unidas
operativamente a la secuencia que codifica una proteina HA. Las moléculas de acido nucleico pueden comprender una
secuencia que codifica una H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15, H16 o HA de influenza
tipo B. Por ejemplo, la proteina HA codificada por la molécula de &cido nucleico puede ser un subtipo H1, H2, H3, H5, H6,
H7, H9, un HA de tipo B. La proteina H1 codificada por el &cido nucleico puede ser de la cepa A/Nuevo Caledonia/20/99
(H1IN1), A/Puerto Rico/8/34 (H1N1), A/Brisbane/59/2007 (H1N1), A/lslas Salomén 3/2006 (H1N1), A/California/04/2009
(H1N1) o A/California/07/2009 (H1N1). La proteina H3 codificada por la molécula de acido nucleico puede ser de la cepa
A/Brisbane 10/2007 (H3NZ2), A/Wisconsin/67/2005 (H3N2), A/Victoria/361/2011 (H3N2), A/Texas/50/2012 (H3N2),
A/Hawaii/22/2012 (H3N2), A/Nueva York/39/2012 (H3N2) o A/Perth/16/2009 (H3N2). La proteina H2 codificada por la
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molécula de acido nucleico puede ser de la cepa A/Singapur/1/57 (H2N2). La proteina H5 codificada por la molécula de
acido nucleico puede ser la cepa A/Anhui/1/2005 (H5N1), A/Vietnam/1194/2004 (H5N1) o A/Indonesia/5/2005. La proteina
H6 codificada por la molécula de acido nucleico puede ser de la cepa A/Cerceta/Hong-Kong/W312/97 (H6N1). La proteina
H7 codificada por la molécula de &cido nucleico puede ser de la cepa A/Equino/Praga/56 (H7N7) o H7
A/Hangzhou/1/2013, A/Anhui/1/2013 (H7N9) o A/Shanghai/2/2013 (H7N9). Ademas, la proteina H9 codificada por la
molécula de &cido nucleico puede ser de la cepa A/Hong Kong/1073/99 (HIN2). La proteina HA codificada por la molécula
de acido nucleico puede ser de un virus de la influenza tipo B, que incluye virus similar a B/Malasia/2506/2004,
B/Florida/4/2006, B/Brisbane/60/08, B/Massachusetts/2/2012 (linaje Yamagata) o B/Wisconsin/1/2010 (linaje Yamagata).
Los ejemplos no limitantes de secuencias de aminoacidos de las proteinas HA de los subtipos H1, H2, H3, H5, H6, H7,
H9 o B incluyen secuencias como se describe en los documentos WO 2009/009876, WO 2009/076778, WO 2010/003225.
La proteina HA del virus de la influenza puede ser H5 Indonesia.

La materia vegetal, en forma de material o tejido vegetal, puede suministrarse por via oral a un sujeto. La materia vegetal
puede administrarse como parte de un suplemento dietético, junto con otros alimentos o encapsulada. La materia o tejido
vegetal también puede concentrarse para mejorar o aumentar la palatabilidad, o proporcionarse junto con otros materiales,
ingredientes o excipientes farmacéuticos, segun sea necesario.

Se contempla que una planta que comprende la proteina de interés puede administrarse a un sujeto, por ejemplo, un
animal o un ser humano, en una variedad de formas en dependencia de la necesidad y la situacion. Por ejemplo, la
proteina de interés obtenida de la planta puede extraerse antes de su uso en forma cruda, parcialmente purificada o
purificada. Si la proteina se va a purificar, entonces puede producirse en plantas comestibles o no comestibles. Ademas,
si la proteina se administra por via oral, el tejido vegetal puede cosecharse y suministrarse directamente al sujeto, o el
tejido cosechado puede secarse antes de la alimentacion, o se puede permitir que un animal paste de la planta sin que
tenga lugar una cosecha previa. Los tejidos vegetales cosechados pueden proporcionarse como un suplemento
alimenticio dentro del pienso animal. Si el tejido vegetal se suministra a un animal con poco o ningin procesamiento
adicional, se prefiere que el tejido vegetal que se administra sea comestible.

Tabla 1: Listado de secuencias:

SEQ ID NO: |Descripcion SEQ ID NO: |Descripcién
1 Cebador IF-PDI.S1+3c 4 Secuencia de nucle6tidos de la construccién
1191 (Figura 15)
2 Primer IF-H1cTMCT.S1-4r 5 Secuencia de nucledtidos del casete 484
PDISP/H1 Calf (Figura 16)
3 Secuencia de nuclettidos de 6 Secuencia de aminoacidos de PDISP/H1 Calf
PDISP/H1 California.

EJEMPLOS
Ejemplo 1: A-2X35S/CPMV-HT/PDISP/H1 California/NOS (Construccion nimero 484)

Una secuencia que codifica H1 de Influenza A/California/7/2009 en la que el péptido sefial nativo se ha reemplazado con
el de la proteina disulfuro isomerasa de la alfalfa (PDISP/H1 California) se clon6 en el casete de expresion 2X35S-CPMV-
HT-NOS con el uso del siguiente método basado en PCR. Un fragmento que contenia la secuencia codificante de
PDISP/H1 California se amplificé con el uso de los cebadores IF-PDI.S1+3c (Figura 12A, SEQ ID NO: 1) e IF-
HICTMCT.S1-4r (Figura 12B, SEQ ID NO: 2), con el uso de la secuencia PDISP/H1 California (Figura 13, SEQ ID NO: 3)
como plantilla. El producto de PCR se cloné en el sistema de expresion 2X35S/CP-MV-HT/NOS con el uso del sistema
de clonacién In-Fusion (Clontech, Mountain View, CA). La construccion nimero 1191 (Figura 14) se digirié con las enzimas
de restriccion Sacll y Stul y el plasmido linealizado se us6 para la reaccion de ensamblaje In-Fusion. La construccion
ndmero 1191 es un plasmido aceptor destinado a la clonacion "In Fusion" de genes de interés en un casete de expresion
basado en CPMV-HT. También incorpora una construccion génica para la coexpresion del supresor de silenciamiento de
PBSV T19V bajo el promotor y terminador del gen de plastocianina de la alfalfa. La cadena principal es un plasmido
binario pCAMBIA y la secuencia desde el limite izquierdo al derecho del ADN-t se presenta en la Figura 15 (SEQ ID NO:
4). A la construccion resultante se le asigno6 el nUmero 484 (Figura 16, SEQ ID NO: 5). La secuencia de aminoacidos de
la H1 madura de Influenza A/California/7/2009 fusionada con PDISP se presenta en la Figura 17 (SEQ ID NO: 6). Una
representacion del plasmido 484 se presenta en la Figura 18.

Ejemplo 2: Transfeccion de Agrobacterium

La cepa de Agrobacterium AGL1 se transfectd por electroporaciéon con las construcciones de ADN con el uso de los
métodos descritos por D'Aoust y otros 2008 (Plant Biotechnology Journal 6:930-940). Las Agrobacterias transfectadas se
cultivaron en medio YEB suplementado con &cido 2-(N-morfolino)etanosulfénico (MES) 10 mM, acetosiringona 20 uM,
kanamicina 50 yg/ml 'y 25 pg/ml de carbenicilina pH 5,6 a una DO600 entre 0,6 y 1,6. Las suspensiones de Agrobacterium
se centrifugaron antes de su uso y se resuspendieron en medio de infiltracion (MgCI2 10 mM y MES 10 mM pH 5,6).

Preparacion de biomasa vegetal, indculo y agroinfiltracién.
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Las plantas de Nicotiana benthamiana se cultivaron a partir de semillas en bandejas llenas con un sustrato de turba
comercial. Se permiti6 que las plantas crecieran en el invernadero bajo un fotoperiodo de 16/8 y un régimen de
temperatura de 28 °C de dia/24 °C de noche. Tres semanas después de la siembra, se escogieron plantulas individuales,
se trasplantaron en macetas y se dejaron crecer en el invernadero durante tres semanas adicionales en las mismas
condiciones ambientales.

Las agrobacterias transfectadas con cada construccion se cultivaron en un medio YEB suplementado con acido 2-(N-
morfolino)etanosulfonico (MES) 10 mM, acetosiringona 20 yM, kanamicina 50 pyg/ml y 25 ug/ml de carbenicilina pH 5,6
hasta alcanzar un DO600 entre 0,6 y 1,6. Las suspensiones de Agrobacterium se centrifugaron antes de su uso y se
resuspendieron en medio de infiltracién (MgCI2 10 mM y MES 10 mM pH 5,6) y se almacenaron durante la noche a 4 °C.
El dia de la infiltracion, los lotes de cultivo se diluyeron en 2,5 volimenes de cultivo y se permitié que se calentaran antes
de su uso. Se colocaron plantas completas de N. benthamiana boca abajo en la suspension bacteriana en un tanque de
acero inoxidable hermético a un vacio de 20-40 Torr durante 2 min. Las plantas infiltradas se colocaron en una camara
Conviron PGR15 CMP 5090 (Conviron, Winnipeg MB, Canada) durante un periodo de incubacion de 6-7 dias hasta la
cosecha.

Ejemplo 3: Procedimientos analiticos

Las proteinas foliares se extrajeron de las hojas y peciolos primarios, P1, P2, P3 y de las hojas y peciolos secundarios,
S1, S2, S3, en base al esquema proporcionado en la Figura 7. Las hojas cosechadas se pesaron para determinar la
produccién de biomasa en base al tejido foliar fresco. Las proteinas foliares se extrajeron en Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, que
contenia NaCl 500 mM, PMSF 1 mM y metabisulfito de sodio al 0,04 % (p/v) (tampdn de extraccion), con el uso de un
homogeneizador Omni bead Ruptor 24 y esferas de circonio de 2,8 mm (OMNI International, Kennesaw GA, Estados
Unidos) para la ruptura del tejido foliar. El tejido foliar cosechado se congel6 a -80 °C y se tritur6 en nitrégeno liquido, se
diluy6 en tamp6n de extraccion (1,5 g de polvo de hojas frescas en 3 ml de tampon de extraccion que contenia 10 esferas
de circonio) y se homogeneizé en el homogeneizador Omni bead Ruptor de acuerdo con las instrucciones del proveedor.
Se transfirié un ml de mezcla en un microtubo de 1,5 mly se centrifugé a 20.000 g durante 10 min a 4 °C y el sobrenadante
se recuperd para su posterior andlisis. El contenido de proteina en el sobrenadante se determiné de acuerdo con Bradford
(Bradford MM (1976) Analytical Biochemistry 72, 248-254), con albmina de suero bovino como estandar de proteina. Las
muestras se mantuvieron en hielo o se congelaron a -80 °C antes del ensayo de hemaglutinacion.

El ensayo de hemaglutinacion se bas6é en un método descrito por Nayak y Reichl (2004). Brevemente, se prepararon
diluciones dobles en serie de las muestras de prueba (100 pl) en placas de microtitulacion de 96 pocillos de fondo en V
que contenian 100 ul de PBS, dejando 100 pl de muestra diluida por pocillo. Se afiadieron cien microlitros de una
suspension de globulos rojos de pavo al 0,25 % (Bio Link Inc., Syracuse, NY; para todas las cepas B, H1, H5 y H7) o una
suspension de globulos rojos de cobaya al 0,5 % (para H3) a cada pocillo, y las placas se incubaron durante 2 h a
temperatura ambiente. El reciproco de la dilucion mas alta que muestra hemaglutinacién completa se registr6 como
actividad de HA.

El ARN foliar se extrajo de las hojas y peciolos primarios, P1, P2, P3 y de las hojas y peciolos secundarios, S1, S2, S3,
en base al esquema proporcionado en la Figura 7. Los transcritos de ARNm de la secuencia codificante de HA se
analizaron mediante RT PCR en tiempo real con el uso de un aparato de PCR en tiempo real ABI PRISM 7500 Fast,
version del sistema 2.0.1 (Applied Biosystems). EI ARN total se extrajo como se describié anteriormente por Robert y
otros (PLoS One, 8: €70203) con el uso del kit de Qiagen RNeasy plant mini (Qiagen), siguiendo las instrucciones del
proveedor. Las muestras de ARN se trataron con DNasa | (Roche Diagnostics) para eliminar el ADN contaminante y se
evalué su calidad y cantidad con el uso de un espectrofotometro Nanodrop® ND-1000 (NanoDrop Technologies,
Wilmington DE, Estados Unidos). El ADNc de primera cadena se sintetizd a partir de 500 ng de ARN total con el uso de
4 unidades de transcriptasa inversa Omniscript (Qiagen) y 1 uM de nucleétidos oligo-dT(15) (Roche). Las mezclas de
PCR contenian 10 yl de mezcla maestra de PCR Fast SYBR Green (Applied Biosystems), 2 ul de plantilla de ADNc y 2,5
pl de cada uno de los cebadores directos e inversos apropiados a una concentracion final de 625 nM. Se incluy6 un control
de mezcla sin plantilla en cada placa de 96 pocillos. Las rondas de amplificacion consistieron en una etapa de
desnaturalizacion de 20 s a 95 °C, seguido de 40 ciclos de dos etapas de 3sa 95 °C y 30 s a 60 °C. Se realiz6 un andlisis
de la curva de disociacion después de la amplificacion con la mezcla maestra SYBR Green, y el ciclo umbral de cada
muestra se compard después con una curva estandar de ADN disefiada para cada par de cebadores. Se generaron
curvas estandar con 2 pl de plantilla de ADNc siguiendo el protocolo habitual de Taqg polimerasa de NEB (New England
Biolabs). Los productos de amplificacién se purificaron con el uso del kit lllustra GFX (GE Healthcare) y se crearon curvas
estandar de ADN con diluciones en serie de los productos de PCR purificados en agua libre de nucleasas (de 107 a 102
copias por pl). Los datos de Ct se representaron graficamente contra el numero correspondiente de copias de transcritos.
Todas las amplificaciones se llevaron a cabo por duplicado.

Ejemplo 4: Ensayos de iluminacion
Se usaron diferentes regimenes de iluminacion para la produccion de biomasa antes de la agroinfiltracién, con el uso de
condiciones estandar de camara de cultivo (como se define en el Ejemplo 2, arriba) como un comparador de referencia.

Las plantulas de tres semanas de edad se trasplantaron en macetas como se describié en el Ejemplo 2, arriba, y se dej6é
que produjeran biomasa durante tres semanas en el invernadero (Figuras 1-4) o en camaras de cultivo Conviron PGW36
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3224 (Figuras 5 y 6). Después, las plantas se agroinfiltraron con una cepa de Agrobacterium transformada con la
construccion 484 para la expresion de H1 de Influenza A/California/7/2009 (HA; Ejemplo 1), se dej6 que expresaran la
proteina de interés (HA) durante 6-7 dias y se evalué la produccién de biomasa y HA como se describi6 en los Ejemplos
2y 3. Los tratamientos de luz en los ensayos en invernadero y en camara de cultivo implicaron diferentes dispositivos de
iluminacion, que incluyen lamparas de sodio a alta presion (HPS) de 1000 W (Philips), lamparas de haluro metalico (MH)
de 1000 W (Sylvania) y lamparas LED GreenPower (Phillips)

Para los ensayos en invernadero, se usaron los siguientes regimenes de iluminacion:
(1) fotoperiodo de 16 h de dia/8 h de noche, intensidad de luz de 80 pmol/m? s;
(2) fotoperiodo de 16 h de dia/8 h de noche, intensidad de luz de 160 ymol/m? s;
(3) fotoperiodo de 24 h de dia, intensidad de luz de 80 pmol/m? s;
(4) fotoperiodo de 24 h de dia, intensidad de luz de 160 umol/m? s.
Para los ensayos en camara de cultivo, se usaron los siguientes regimenes de iluminacion:
(1) fotoperiodo de 24 h de dia, intensidad de luz de 175 umol/m? s (control de intensidad de luz baja);
(2) fotoperiodo de 24 h de dia, intensidad de luz de 350 umol/m? s (ensayo de intensidad de luz alta).
Los resultados de los ensayos se muestran en las Figuras 1 - 6.

Con respecto a los ensayos en invernadero (Figura 1-4), con un aumento en la intensidad de luz (de 80 a 160 ymol/m? s),
se observd un aumento correspondiente en la biomasa total de hojas para las plantas que estuvieron expuestas a un
fotoperiodo de 16 h o0 24 h (Figura 1). Ademas, la proporcién de biomasa de hojas secundarias respecto a biomasa de
hojas primarias aumento junto con el aumento en el fotoperiodo y con el aumento en la intensidad de luz de una relacion
de biomasa de hojas secundarias respecto a biomasa de hojas primarias (S/P) de: relacion S/P de 0,27:1 para el
tratamiento de 16 h 80, relacion S/P de 0,39:1 para el tratamiento de 16 h 160; relacién S/P de 0,44:1 para el tratamiento
de 24 h 80 y relacion S/P de 0,53:1 para el tratamiento de 24 h 160. Lo que demuestra un aumento en la cantidad de
biomasa de hojas secundarias resultante de estos dos tratamientos de luz (aumento de la intensidad de luz y aumento
del fotoperiodo).

El rendimiento de la proteina de interés (HA) también aumenta en la biomasa de hojas secundarias como resultado de
los tratamientos de intensidad de luz y fotoperiodo (Figuras 2, 3y 4). Ademas, la relacion de rendimiento de proteina HA
obtenida de la biomasa de hojas secundarias respecto a la biomasa de hojas primarias (relacion HA S/P) aumentd de la
relacion HA S/P de 0,33:1 para el tratamiento de 16 h 80, la relacion HA S/P de 0,35:1 para el tratamiento de 16 h 160; la
relacion HA S/P de 0,62:1 para el tratamiento de 24 h 80 y la relaciéon HA S/P de 0,89:1 para el tratamiento de 24 h 160.
Lo que demuestra un aumento en el rendimiento de la proteina de interés en la biomasa de hojas secundarias como
resultado de estos dos tratamientos de luz (aumento de la intensidad de luz y aumento del fotoperiodo) El rendimiento de
una proteina de interés de la biomasa total de hojas (primaria y secundaria) aument6 con el aumento de la intensidad de
luz y el aumento del fotoperiodo (Figuras 3y 4).

Se obtuvieron resultados similares con los ensayos en camara de cultivo (Figuras 5y 6, y Tabla 2). Como se muestra en
la Figura 5, con un aumento en la intensidad de luz, hubo un aumento correspondiente en la biomasa total de hojas.
También se observd un aumento en el rendimiento de la HA obtenida de la biomasa de hojas secundarias en comparacion
con el rendimiento de la HA obtenida de la biomasa de hojas primarias (Figura 6). Esto se asoci6é con un mayor nimero
de transcritos de ARNm para la biosintesis de HA en las hojas secundarias mas viejas (S3) en comparacion con el nimero
correspondiente en las hojas primarias mas viejas (P3) (Tabla 2).

Estos datos demuestran colectivamente que al aumentar el crecimiento de la biomasa de hojas secundarias antes de la
infiltracion y la cosecha se obtiene un aumento en la biomasa de hojas secundarias, junto con un aumento en la tasa de
biosintesis y el rendimiento de una proteina de interés. Debe entenderse que la proteina de interés puede obtenerse a
partir de la biomasa de hojas secundarias, la biomasa de hojas primarias, o tanto de la biomasa de hojas secundarias
como de la biomasa de hojas primarias.
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Tabla 2: transcritos de ARNm de HA en hojas jovenes (Pl), maduras (P2) y viejas (P3) del tallo principal y en hojas
jévenes (S1), maduras (S2) y viejas (S3) de tallos secundarios, de plantas cultivadas en cadmara de cultivo.

Unidad de produccion Transcritos de HA (Millones de copias/mg de peso fresco de hojas)
P1 457+168a
S1 395+143a
P2 3,20+ 0,84 ab
S2 339+135b
S3 1,96+0,77c
P3 0,47 +0,22d

Ejemplo 5: Tratamientos fisicos de despunte después del trasplante de las plantulas

La importancia relativa de los brotes secundarios sobre la biomasa total cosechada se incrementé al eliminar la yema
apical (tallo principal) 40 (ver 'A’, en la Figura 7) 5, 7 0 12 dias después del trasplante de las plantulas, correspondientes,
respectivamente, a 16, 14 o 9 dias antes de la infiltracion. Las plantulas de tres semanas de edad se trasplantaron en
macetas, se dejo que produjeran biomasa durante una semana en el invernadero y el dpice se eliminé para producir
plantas podadas. Las plantas podadas se dejaron en el invernadero durante 16, 14 o 9 dias adicionales. Después, las
plantas podadas se agroinfiltraron con una cepa de Agrobacterium transformada con la construccion 484 para la expresion
de H1 de Influenza A/California/7/2009 (HA; Ejemplo 1)) como se describié en el Ejemplo 2, y se colocaron en una camara
Conviron PGR15 CMP 5090 (en las condiciones definidas en el Ejemplo 2) y se dejaron durante 6-7 dias. Después de
este periodo de tiempo, se evalué la biomasa de las plantas podadas como se describié en el Ejemplo 3. Después de
este periodo de tiempo, se evalud la produccién de biomasa y HA en las plantas podadas como se describi6 en el Ejemplo
3. Se usaron las siguientes condiciones para el ensayo: un fotoperiodo de 24 h de dia/0 h de noche, una intensidad de
luz de 160 pmol/m? s proporcionada por lamparas HPS (Philips) y MH (Sylvania), un régimen de temperatura de 28 °C de
dia/24 °C de noche, y una densidad de dosel de plantas de 33 plantas/m?.

Los resultados de la poda de la yema apical, antes de la transformacion de la planta, en la biomasa vegetal se presentan
en la Tabla 3 y la Figura 8. La poda no alteré la biomasa total de hojas (es decir, la biomasa de hojas primarias y
secundarias combinadas), excepto por el despunte temprano 5 dias después del trasplante que afecta significativamente
el crecimiento de la planta (Figura 8). Como resultado de la poda, la proporcion de la biomasa de hojas cambié con la
biomasa de hojas secundarias (ver la Figura 8 para la biomasa cosechada después de la incubacion de HA). Por ejemplo,
la biomasa de hojas secundarias determinada antes de la infiltracion aumenté de 10,4 g en plantas de control (no podadas)
a 23,0 g en plantas podadas, mientras que la biomasa de hojas primarias disminuy6 de 26,3 g (control) a 14,5 g (plantas
podadas), para un aumento de la relaciéon de biomasa de hojas secundarias respecto a biomasa de hojas primarias de
0,41a1l1,6:1.

Estos datos demuestran colectivamente que el despunte mecanico después del trasplante de las plantulas es una forma
de aumentar la importancia relativa de la biomasa de hojas secundarias a escala de la planta completa, antes de la
infiltracién para mejorar la producciéon de una proteina de interés. Debe entenderse que la proteina de interés puede
obtenerse a partir de la biomasa de hojas secundarias, la biomasa de hojas primarias, o tanto de la biomasa de hojas
secundarias como de la biomasa de hojas primarias.

Tabla 3: Efecto de la poda 7 dias después del trasplante de las plantulas sobre la biomasa de hojas primarias, la
biomasa de hojas secundarias y la biomasa total de hojas (g de peso fresco).

Promedio de biomasa total | Promedio de biomasa de Promedio de biomasa de
de hojas hojas primarias hojas secundarias
Plantas de control 36,7 £4,0 26,3+2,5 10,4+1,9
Plantas podadas 37,5+6,0 145+ 4,6 23,0+34

Ejemplo 6: Tratamientos quimicos con la hormona sintética bencilaminopurina (BAP) después del trasplante de las
plantulas

La importancia relativa de los brotes secundarios sobre la biomasa total cosechada se incrementé mediante el tratamiento
de las plantas con la hormona vegetal sintética bencilaminopurina (BAP) 7 o 12 dias después del trasplante de las
plantulas, es decir, 14 o0 9 dias antes de la infiltracién para la expresion de HA. Las plantulas de tres semanas de edad se
trasplantaron en macetas, se dejo que produjeran biomasa durante 7 o 12 dias en el invernadero y se trataron después
de 7 y/o 12 dias con la hormona sintética a dosis de trabajo de 100 ppm, 500 ppm o 1000 ppm en agua. Las plantas
tratadas se dejaron en el invernadero durante 14 o 9 dias adicionales y después se agroinfiltraron con una cepa de
Agrobacterium transformada con la construccion 484 para la expresion de H1 de Influenza A/California/7/2009 (HA;
Ejemplo 1)) como se describié en el Ejemplo 2, y se colocaron en una camara Conviron PGR15 CMP 5090 (en las
condiciones definidas en el Ejemplo 2) y se dejaron durante 6-7 dias. Después de este periodo de tiempo, se evalud la
produccién de biomasa y HA de las plantas tratadas como se describié en el Ejemplo 3. Se usaron las siguientes
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condiciones para el ensayo: un fotoperiodo de 24 h de dia/0 h de noche, una intensidad de luz de 160 umol/m? s
proporcionada por lamparas HPS (Philips) y MH (Sylvania), un régimen de temperatura de 28 °C de dia/24 °C de noche
y una densidad de dosel de plantas de 33 plantas/m?.

Los resultados del tratamiento de plantas con BAP, antes de la transformacién de la planta, en la biomasa vegetal y el
rendimiento de HA se presentan en las Figuras 9, 10 y 11. El tratamiento con BAP tuvo poco efecto sobre la biomasa
primaria pero tuvo un efecto positivo significativo sobre la produccion de biomasa secundaria, excepto por el tratamiento
de 1000 ppm que no mostrdé un impacto positivo (Figura 9). Por ejemplo, se cosech6 ca. 22 g de biomasa de hojas
secundarias de plantas tratadas con 500 ppm 7 dias después del trasplante en comparacién con ca. 16 g de plantas de
control (no tratadas), para un aumento relativo de aproximadamente 37,5 % en comparacion con un aumento de menos
de 10 % para la biomasa primaria.

El aumento de la proporcion de biomasa secundaria en las plantas tratadas con BAP se asoci6 con un aumento general
consolidado de la produccién de HA por g de peso fresco (Figura 10) y un consiguiente aumento del rendimiento total de
HA por planta (Figura 11). Por ejemplo, el rendimiento de HA por g de peso fresco en plantas de control (no tratadas) fue
menor que 200 000 unidades en comparacion con méas de 300 000 unidades por g de peso fresco en plantas tratadas con
BAP a 500 ppm después de 7 y 12 dias (Figura 10), para un aumento del rendimiento total por planta de 45-50 %.

Estos datos demuestran colectivamente la eficacia de los tratamientos después del trasplante de las plantulas con la
citoquinina sintética BAP para aumentar la importancia relativa de la biomasa de hojas secundarias a escala de la planta
completa antes de la infiltracion y para mejorar la produccién de una proteina de interés después de la infiltracion. Debe
entenderse que la proteina de interés puede obtenerse a partir de la biomasa de hojas secundarias, la biomasa de hojas
primarias o tanto de la biomasa de hojas secundarias como de la biomasa de hojas primarias.
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cataacggga
attgctggcet
tcctacattg
gattatgagg
ttcceccaaga
cctcatgctg
tcatacccaa
tggggcattc
gcatatgttt
agacccaaag
ggagacaaaa
atggaaagaa
acaacttgtc
ccgatcacaa
ggattgagga
attgaagggg
caggggtcag
aacaaagtaa
ttcaaccacc
gacatttgga
taccacgatt
gccaaggaaa
gaaagtgtca
agagaagaaa
tattcaactg
atgtgctcta
<210> 4

<211> 4903
<212> ADN

aactatgcaa
ggatcctggg
tggaaacacc
agctaagaga
caagttcatg
gagcaaaaag
agctcagcaa
accatccatc
ttgtggggte
tgagggatca
taacattcga
atgctggatc
aaacacccaa
ttggaaaatg
atatcccgte
ggtggacagg
gatatgcagce
attctgttat
tggaaaaaag
cttacaatgc
caaatgtgaa
ttggaaacgg
aaaatgggac
tagatggggt
tcgecagtte

atgggtctct

<213> Secuencia artificial

<220>

actaagaggg
aaatccagag
tagttcagac
gcaattgagce
gcccaatcat
cttctacaaa
atcctacatt
tactagtgct
atcaagatac
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agcaactgga
tggtattatc
gggtgctata
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gtagccccat
tgtgaatcac
aatggaacgt
tcagtgtcat
gactcgaaca
aatttaatat
aatgataaag
gaccaacaaa
agcaagaagt
atgaactatt
aatctagtgg
atttcagata
aacaccagcc
gtaaaaagca
agaggactat
ggatggtacg
agcacacaga
aatacacagt
ttaaataaaa
gttctattgg
gaaaaggtaa
ttttaccaca
ccaaaatact
tcaacaagga
gtagtctcce

atatgtattt
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tgcatttggg
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catttgaaag
aaggtgtaac
ggctagttaa
ggaaagaagt
gtctctatca
tcaagececgga
actggacact
taccgagata
caccagtcca
tcccatttceca
caaaattgag
ttggggccat
gttatcacca
atgccattga
tcacagcagt
aagttgatga
aaaatgaaag
gaagccagct
aatgcgataa
cagaggaagc
tttaccagat

tgggggcaat
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aaaaggaaat
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actggccaca
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gacgttttta
aataactcaa
aatattcacc
ataagaacaa
gttgttetet
aaaacataat
aaatatcatt
taaggatgac
aagaataaat
atgaattgat
taatttgaca
tatttcatag
gtatatttac
acatccaatc
ctgtggcaca
accaatccac
gattcecctte
aaaatggaac
gatggaggat
actgagtggc
aaggaaagct
gaagcttcac
tctecgatttt
agtatcaccg
tctaagcaag
tgcecectgaag
ctcctattta
tcgttgttgt
ataagtggag
cgtacaattg

gtggttaata

atgtactgaa
aaaccataaa
tactactgtt
gagtagtgat
cttttecattg
gtgagtatga
gaggaatttg
gcattagaga
tatttttaaa
gaaagagttg
tttgatcttt
atcaaataag
taaaaaatct
caaccaatca
tctacattat
atctttatca
aaacacatac
gagctataca
caggaggtac
ggctacataa
ggggtttegg
tgcacagagt
tcggtttega
tttctggagg
aactgctaca
gtactcaaac
taatatggtt
tatgaaatac
tcagaatcag
tcttatattt

tagctcaaat

ttaacgccga
agtttaagtt
ataaatcatt
attttgacaa
gtcaaaaaca
gagagaaagt
acaaaagcta
gatgtaccat
attaaaagtt
gattaaagtt
tcctatatat
agaaataacg
aagccacgta
caacaatcct
ctaaatcaca
cccattctat
aaagagaaga
aggaaacgac
cacttctcce
cgatgagacg
gaaagttgta
ccttggatct
ccagatcgga
gtcgcgaact
gcttgeececa
cttcgaaaaa
tgttattgtt
tatttgtatg
aatgttteccect
gaacaactaa

atatggtcaa
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gagtcatttg
gtattagtaa
tgcececcatag
gtatattaat
ggaggataac
gatgagataa
cattcttcca
aaaaaatcac
gactaattaa
gctagggaac
ttcaaacttc
aattcgaatc
tttaagagat
tggacgggag
tgtacctata
cttcagcatce
atcgaagtgg
gaaagcgagt
aattttgttc
agatgaactg
ccataactaa
aattgaacat

gttcaataga

ggtatattta
tacattttta
agagtaaaga
gcaacatttg
aaaaaggaag
ttgtaccaaa
ggttaattge
ttggcaagtc
attaaacatg
ttagaatttg
agtcagttaa
ccctceccaaaa
aggatccccg
cccactttaa
cacatctgag
actttgtgag
ttaattaatc
aagctaacag
ctgacgaaag
aagataatcc
atctcagata
attcggttaa
gtattcggtt
tctgtgagat
aaagtaatgt
aagttaaaat
ttgtagaaga
gtgtaatgta
ctagacatga
cttttgceccac

ttaataatgg
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tatgttgtca
cttgaacaaa
aatatggatg
agaaaatttt
agggagaata
atagttgtac
tgtaaataaa
attaaaaaga
tgattattta
gtgtcaaatt
ctcattttta
aaaaaaaacg
taggaggata
gcccacgceat
ccacacaaaa
tctacacttt
atcttgagag
tgaacgttgg
tccgagttgg
ccttggttte
cgacaggacg
ctatgcagca
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ggcaattcgg
atcaagagga
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attcatttac
agacctgeceg
aactttataa
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tatcgaaatt
ttgataaatg
cegecttcag
cgegttggga
cgacacactt
tgagactttt
ctgtcacttt
cgataaagga
cccacccacg
ggattgatgt
tacagtctca
cctectegga
aggtggctcc
tgccgacagt
cgttccaace
tgacgcacaa
tttggagagg
ccaaaccttc
ttgegtgage
tcactgaage
tgtacttgtc
gttcagcccc
acttctgett
tctataagaa
gaaagattgt
aacgttgcga
gcetgeagge
tgctgeccaa
gccagtgaca
tgtcctgeag
gcccagegag

gaaaattgtg

cattaacaat
atagtacacc
tttgcaagct
attactageg
gtctactcca
caacaaaggg
attgtgaaga
aaggccatceg
aggagcatcg
gataacatgg
gaagaccaaa
ttccattgee
tacaaatgcc
ggtcccaaag
acgtcttcaa
tcccactatce
tattaaaatc
ttctaaactc
gatcttcaac
gaaatcaaag
ctattcttgt
atacattact
gacgaggtat
atctagtatt
taagcttctg
tttteggett
tcctcageeca
actaactcca
gtgacctgga
tctgacctet
accgtcacct

cccagggatt

caacttaacg
aattaggaag
gctctageeg
cgtgtcgaca
aaaatatcaa
taatatccgg
tagtggaaaa
ttgaagatgce
tggaaaaaga
tggagcacga
gggcaattga
cagctatctg
atcattgcga
atggaccccce
agcaagtgga
cttegcaaga
ttaataggtt
tctctcatct
gttgtcagat
atctetttgt
cggtgtggtc
tgttacgatt
tgttgectgt
ttctttgaaa
tatattctgce
attgttttct
aaacgacacc
tggtgaccct
actctggatc
acactctgag
gcaacgttge

gtggttgtaa
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ttattaacta
gagcatgctc
tgtagccaat
agcttgcatg
agatacagtc
aaacctcctc
ggaaggtggc
ctetgecgac
agacgttcca
cacacttgtc
gacttttcaa
tcactttatt
taaaggaaag
acccacgagg
ttgatgtgat
cccttectet
ttgataaaag
ctcttaaagc
cgtgettegg
ggacacgtag
ttgggaaaag
ctgctgactt
acttctttet
cagagtttte
ccaaatttgt
cttettgtgt
cccatcetgte
gggatgcctg
cctgtccage
cagctcagtg
ccacceggece

gccttgeata

ctaattttat
gcctaggaga
acgcaaaccg
ccggtcaaca
tcagaagacc
ggattccatt
tcctacaaat
agtggtccca
accacgtctt
tactccaaaa
caaagggtaa
gtgaagatag
gccategttg
agcatcgtgg
atctccactg
atataaggaa
cgaacgtggg
aaacttctct
caccagtaca
tgcggegeca
aaagcttgct
tcggegggtg
tcttettett
cegtggtttt
cgggcccgeg
tggttecctte
tatccactgg
gtcaagggcet
ggtgtgcaca
actgtccecct
agcagcacca

tgtacagtcc
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atcatcccct
ttgtcgtttce
cctetececg
tggtggagca
aaagggcaat
gcccagctat
gccatcattg
aagatggacc
caaagcaagt
atatcaaaga
tatccggaaa
tggaaaagga
aagatgcctce
aaaaagaaga
acgtaaggga
gttcattteca
gaaacccgaa
cttgtctttc
acgttttett
ttaaataacg
ggaggctgct
caatatctct
gctgattggt
cgaacttgga
gatggcgaaa
tcagatctte
ccecctggate
atttccctga
ccttceccage
ccagcacctg
aggtggacaa

cagaagtatc
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atctgtctte
ggtcacgtgt
tgtagatgat
cactttcege
gcgatcgete
ttgaatttac
agtgtgttta
tcagcaagga
ttcgatatca
gattgaatcc
agcatgtaat
gagtccecgeca
ataaattatc
cgcccacgtg
gcgttaccca
aagaggcccg
gcagcttgag

acaggatata

atcttcececce
gttgtggtag
gtggaggtgc
tcagtcagtg
accatcacca
tgttattcgg
ttttatgtaa
cacaaaaaga
agcttatcga
tgttgeceggt
aattaacatg
attatacatt
gcgegeggtg
actagtggca
acttaatcge
caccgatege
cttggatcag

ttggcgggta

caaagcccaa
acatcagcaa
acacagctca
aacttcccat
tcaccatcac
tgtgcatttc
tttaatttct
ttttaatttt
cctgcagatce
cttgcgatga
taatgcatga
taatacgcga
tcatctatgt
ctggcegteg
cttgcagcac
cctteccaac
attgtcgttt

aacctaagag
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ggatgtgctc
ggatgatccc
gacgcaaccc
catgcaccag
catcaccatt
tatgtttggt
ttgtgagctc
attaaaaaaa
gttcaaacat
ttatcatata
cgttatttat
tagaaaacaa
tactagatct
ttttacaacg
atccccettt
agttgcgcag
cccgectteca

aaaagagcgt

<210>5

<211> 3462

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Casete 484 del promotor 2X35S al terminador NOS

<400> 5

gtcaacatgg
gaagaccaaa
ttccattgcee
tacaaatgcc
ggtcccaaag
acgtcttcaa
tccaaaaata

agggtaatat

tggagcacga
gggcaattga
cagctatctg
atcattgcga
atggacccce
agcaagtgga
tcaaagatac

ccggaaacct

cacacttgtc
gacttttcaa
tcactttatt
taaaggaaag
acccacgagg
ttgatgtgat
agtctcagaa

cctcggatte

tactccaaaa
caaagggtaa
gtgaagatag
gccatcgttg
agcatcgtgg
aacatggtgg
gaccaaaggg

cattgcccag

accattactc
gaggtccagt
cgggaggagce
gactggctca
aaaggcctat
gagcggtttt
ctgtttagca
aaaaaaaaaa
ttggcaataa
atttctgttg
gagatgggtt
aatatagcge
ctagagtctc
tcgtgactgg
cgccagcetgg
cctgaatgge
gtttaaacta

tta

atatcaaaga
tatccggaaa
tggaaaagga
aagatgcctc
aaaaagaaga
agcacgacac
caattgagac

ctatctgtca

24

tgactcctaa
tcagctggtt
agttcaacag
atggcaagga
tttctttagt
ctgtgctcag
ggtcgtcect
agaccgggaa
agtttcttaa
aattacgtta
tttatgatta
gcaaactagg
aagcttggceg
gaaaaccctg
cgtaatagcg
gaatgctaga

tcagtgtttyg

tacagtctca
cctecectegga
aggtggctcc
tgccgacagt
cgttccaacc
acttgtctac
ttttcaacaa

ctttattgtg

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4903

60

120

180

240

300

360

420

480
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aagatagtgg
atcgttgaag
atcgtggaaa
tccactgacg
taaggaagtt
acgtggggaa
cttctcetett
cagtacaacg
ggcgccatta
gcttgctgga
gcgggtgcaa
tettettget
tggttttcga
gcccatggeg
ttctcagatc
tgtagacaca
caagcataac
taacattgct
atggtcctac
catcgattat
gatattcccce
atgtcctcat
aaattcatac
gctatgggge
agatgcatat
aataagaccc
gccgggagac
cgcaatggaa
caatacaact
acatccgatc
cacaggattg

tttcattgaa

aaaaggaagg
atgcctctge
aagaagacgt
taagggatga
catttcattt
acccgaacca
gtctttettg
ttttettteca
aataacgtgt
ggctgctgtt
tatctctact
gattggttct
acttggagaa
aaaaacgttg
ttcgetgaca
gtactagaaa
gggaaactat
ggctggatcc
attgtggaaa
gaggagctaa
aagacaagtt
gctggagcaa
ccaaagctca
attcaccatc
gtttttgtgg
aaagtgaggg
aaaataacat
agaaatgctg
tgtcaaacac
acaattggaa

aggaatatcc

ggggggtgga

tggctecctac
cgacagtggt
tccaaccacg
cgcacaatcc
ggagaggtat
aaccttcttc
cgtgagcegat
ctgaagcgaa
acttgtccta
cagccccata
tctgettgac
ataagaaatc
agattgttaa
cgattttcgg
cattatgtat
agaatgtaac
gcaaactaag
tgggaaatcc
cacctagttce
gagagcaatt
catggcccaa
aaagcttcta
gcaaatccta
catctactag
ggtcatcaag
atcaagaagg
tcgaagcaac
gatctggtat
ccaagggtgc
aatgtccaaa

cgtctattceca

cagggatggt

ES 2787042 T3

aaatgccatc
cccaaagatg
tcttcaaage
cactatcctt
taaaatctta
taaactctct
cttcaacgtt
atcaaagatc
ttcttgtegg
cattacttgt
gaggtattgt
tagtatttte
gcttctgtat
cttattgttt
aggttatcat
agtaacacac
aggggtagec
agagtgtgaa
agacaatgga
gagctcagtg
tcatgactcg
caaaaattta
cattaatgat
tgctgaccaa
atacagcaag
gagaatgaac
tggaaatcta
tatcatttca
tataaacacc
atatgtaaaa

atctagagga

agatggatgg

attgcgataa
gacccccacce
aagtggattg
cgcaagacce
ataggttttg
ctcatctctc
gtcagatcgt
tetttgtgga
tgtggtcttg
tacgattctg
tgcctgtact
tttgaaacag
attctgccca
tctcttettg
gcgaacaatt
tetgttaacce
ccattgcatt
tcactctcca
acgtgttacc
tcatcatttg
aacaaaggtg
atatggctag
aaagggaaag
caaagtctct
aagttcaagc
tattactgga
gtggtaccga
gatacaccag
agcctcccat
agcacaaaat
ctatttgggg

tacggttatc

25

aggaaaggcc
cacgaggagc
atgtgatatc
ttcctctata
ataaaagcga
ttaaagcaaa
gctteggeac
cacgtagtge
ggaaaagaaa
ctgactttcg
tetttettet
agtttteceg
aatttgtcgg
tgttggttce
caacagacac
ttctagaaga
tgggtaaatg
cagcaagctc
caggagattt
aaaggtttga
taacggcagce
ttaaaaaagg
aagtcctegt
atcagaatgce
cggaaatagc
cactagtaga
gatatgcatt
tccacgattg
ttcagaatat
tgagactggce
ccattgeecgg

accatcaaaa

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400
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tgagcagggg
tactaacaaa
agagttcaac
cctggacatt
ggactaccac
caatgccaag
catggaaagt
aaacagagaa
gatctattca
ctggatgtgc
tagtttgaat
tcagagtgtg
cccttcagea
ggaattcgat
ttaagattga
gttaagcatg
attagagtcc

taggataaat

tcaggatatg
gtaaattctg
cacctggaaa
tggacttaca
gattcaaatg
gaaattggaa
gtcaaaaatg
gaaatagatg
actgtcgcca
tctaatgggt
ttactgttat
tttattttat
aggacacaaa
atcaagctta
atcctgttge
taataattaa
cgcaattata

tatcgecgege

cagccgacct
ttattgaaaa
aaagaataga
atgccgaact
tgaagaactt
acggctgett
ggacttatga
gggtaaagct
gttcattggt
ctctacagtg
tcggtgtgeca
gtaatttaat
aagattttaa
tcgacctgceca
cggtettgeg
catgtaatgc
catttaatac

ggtgtcatct

ES 2787042 T3

gaagagcaca
gatgaataca
gaatttaaat
gttggttcta
atatgaaaag
tgaattttac
ctacccaaaa
ggaatcaaca
actggtagtc
tagaatatgt
tttctatgtt
ttetttgtga
ttttattaaa
gatcgttcaa
atgattatca
atgacgttat
gcgatagaaa

atgttactag

<210>6

<211>573

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de PDISP/H1 California

<400> 6

Met Ala Lys Asn Val Ala Ile Phe Gly Leu Leu
1 5 10

Leu Val Pro Ser Gln Ile Phe Ala Asp Thr Leu

20 25

Ala Asn Asn Ser Thr Asp Thr Val
35 40

Asp Thr Vval

Thr Val Thr His Ser Val Asn Leu
50 55

Leu Glu Asp

cagaatgcca
cagttcacag
aaaaaagttg
ttggaaaatg
gtaagaagcc
cacaaatgcg
tactcagagg
aggatttacc
tcectggggg
atttaaaggc
tggtgagcgg
gctecctgttt
aaaaaaaaaa
acatttggca
tataatttct
ttatgagatg
acaaaatata

at

ttgacgagat
cagtaggtaa
atgatggttt
aaagaacttt
agctaaaaaa
ataacacgtg
aagcaaaatt
agattttggce
caatcagttt
ctattttett
ttttctgtge
agcaggtegt
aaaaagaccg
ataaagtttc
gttgaattac
ggtttttatg

gcgcgcaaac

Phe Ser Leu Leu Val

15

Cys Ile Gly Tyr His

30

Leu Glu Lys Asn Val

45

Lys His Asn Gly Lys

60

26

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3462
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Leu

65

ITle

Ala

Thr

Leu

Ser

145

Pro

Lys

Lys

Ser

Val

225

Arg

Leu

Vval

Ile

Thr
305

Cys

Ala

Ser

Cys

Ser

130

Ser

His

Lys

Gly

Ala

210

Gly

Pro

val

val

Ile

290

Pro

Lys

Gly

Ser

Tyr

115

Ser

Trp

Ala

Gly

Lys

195

Asp

Ser

Lys

Glu

Pro

275

Ile

Lys

Leu

Trp

Trp

100

Pro

val

Pro

Gly

Asn

180

Glu

Gln

Ser

Val

Pro

260

Arg

Ser

Gly

Arg

Ile

85

Ser

Gly

Ser

Asn

Ala

165

Ser

val

Gln

Arg

Arg

245

Gly

Tyr

Asp

Ala

Gly

70

Leu

Tyr

Asp

Ser

His

150

Lys

Tyr

Leu

Ser

Tyr

230

Asp

Asp

Ala

Thr

Ile
310

Val

Gly

Ile

Phe

Phe

135

Asp

Ser

Pro

Val

Leu

215

Ser

Gln

Lys

Phe

Pro

295

Asn

Ala

Asn

vVal

Ile

120

Glu

Ser

Phe

Lys

Leu

200

Tyr

Lys

Glu

Ile

Ala

280

val

Thr

Pro

Pro

Glu

105

Asp

Arg

Asn

Tyr

Leu
185

Trp

Gln

Lys

Gly

Thr

265

Met

His

Ser

ES 2787042 T3

Leu

Glu

90

Thr

Tyr

Phe

Lys

Lys

170

Ser

Gly

Asn

Phe

Arg

250

Phe

Glu

Asp

Leu

His

75

Cys

Pro

Glu

Glu

Gly

155

Asn

Lys

Ile

Ala

Lys

235

Met

Glu

Arg

Cys

Pro
315

Leu

Glu

Ser

Glu

Ile

140

Val

Leu

Ser

His

Asp

220

Pro

Asn

Ala

Asn

Asn

300

Phe

27

Gly

Ser

Ser

Leu

125

Phe

Thr

Ile

Tyr

His

205

Ala

Glu

Tyr

Thr

Ala

285

Thr

Gln

Lys

Leu

Asp

110

Arg

Pro

Ala

Trp

Ile

190

Pro

Tyr

Ile

Tyr

Gly

270

Gly

Thr

Asn

Cys

Ser

95

Asn

Glu

Lys

Ala

Leu

175

Asn

Ser

val

Ala

Trp

255

Asn

Ser

Cys

Ile

Asn

80

Thr

Gly

Gln

Thr

Cys

160

Val

Asp

Thr

Phe

Ile

240

Thr

Leu

Gly

Gln

His
320
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Pro

Arg

Leu

val

Tyr

385

Asn

val

Lys

Leu

Asn

465

Ala

Asn

Tyr

Leu

Ala

545

Met

Ile

Leu

Phe

Asp

370

Ala

Lys

Gly

Lys

Leu

450

Val

Lys

Thr

Ser

Glu

530

Ser

Cys

Thr

Ala

Gly

355

Gly

Ala

val

Lys

val

435

val

Lys

Glu

Cys

Glu

515

Ser

Ser

Ser

Ile

Thr

340

Ala

Trp

Asp

Asn

Glu

420

Asp

Leu

Asn

Ile

Met

500

Glu

Thr

Leu

Asn

Gly

325

Gly

Ile

Tyr

Leu

Ser

405

Phe

Asp

Leu

Leu

Gly

485

Glu

Ala

Arg

val

Gly

Lys

Leu

Ala

Gly

Lys

390

val

Asn

Gly

Glu

Tyr

470

Asn

Ser

Lys

Ile

Leu

550

Ser

565

Cys

Arg

Gly

Tyr

375

Ser

Ile

His

Phe

Asn

455

Glu

Gly

Val

Leu

Tyr

535

Val

Leu

Pro

Asn

Phe

360

His

Thr

Glu

Leu

Leu

440

Glu

Lys

Cys

Lys

Asn

520

Gln

vVal

Gln

Lys

Ile

345

Ile

His

Gln

Lys

Glu

425

Asp

Arg

val

Phe

Asn

505

Arg

Ile

Ser

Cys

ES 2787042 T3

Tyr

330

Pro

Glu

Gln

Asn

Met

410

Lys

Ile

Thr

Arg

Glu

490

Gly

Glu

Leu

Leu

Arg

Val

Ser

Gly

Asn

Ala

395

Asn

Arg

Trp

Leu

Ser

475

Phe

Thr

Glu

Ala

Gly

555

Ile
570

Lys

Ile

Gly

Glu

380

Ile

Thr

Ile

Thr

Asp

460

Gln

Tyr

Tyr

Ile

Ile

540

Ala

Cys

28

Ser

Gln

Trp

365

Gln

Asp

Gln

Glu

Tyr

445

Tyr

Leu

His

Asp

Asp

525

Tyr

Ile

Ile

Thr

Ser

350

Thr

Gly

Glu

Phe

Asn

430

Asn

His

Lys

Lys

Tyr

510

Gly

Ser

Ser

Lys

335

Arg

Gly

Ser

Ile

Thr

415

Leu

Ala

Asp

Asn

Cys

495

Pro

val

Thr

Phe

Leu

Gly

Met

Gly

Thr

400

Ala

Asn

Glu

Ser

Asn

480

Asp

Lys

Lys

Val

Trp
560
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1.

10.

11.

ES 2787042 T3

REIVINDICACIONES
Un método para producir una proteina de interés que comprende:

a) tratar una planta o parte de una planta para aumentar la biomasa de hojas secundarias en donde el
tratamiento comprende aumentar la duracién de la luz durante el crecimiento de la planta, aumentar la
intensidad de luz durante el crecimiento de la planta, cultivar la planta en presencia de una hormona, o0 una
combinacién de los mismos, para producir una planta o parte de la planta tratada;

b) introducir uno 0 mas de un &acido nucleico en la planta o parte de la planta tratada, el acido nucleico
comprende una secuencia de nucleétidos que codifica la proteina de interés, la secuencia de nucleétidos se
encuentra unida operativamente a una regioén reguladora que es activa en la planta;

c) incubar la planta o parte de la planta tratada en condiciones que permitan la expresién de la secuencia de
nucleétidos que codifica la proteina de interés, para aumentar asi el rendimiento de la proteina de interés, en
comparacion con el rendimiento de la proteina de interés obtenida del tejido vegetal de una planta similar que
se cultiva en las mismas condiciones, pero que no se ha tratado para aumentar la biomasa de hojas secundarias

en donde la etapa de tratamiento, etapa a), se realiza desde aproximadamente 40 dias antes de la etapa de
introduccion, etapa b), hasta aproximadamente 9 dias antes de la etapa de introduccion, etapa b).

El método de la reivindicacion 1, en donde en la etapa de tratamiento, etapa a), la planta o parte de la planta tiene
una relacién de biomasa de hojas secundarias respecto a biomasa de hojas primarias entre 0,2:1y 3:1.

El método de la reivindicacion 1, en donde la etapa de tratamiento de la planta o parte de la planta, etapa a), se
lleva a cabo desde aproximadamente 20 dias antes de la etapa de introduccion del uno o mas de un acido nucleico
hasta 9 dias antes del dia de introduccion del uno o més de un &cido nucleico.

El método de la reivindicacion 1, en donde la planta se cultiva en presencia de una hormona aproximadamente 9
dias antes, aproximadamente 10 dias antes, aproximadamente 11 dias antes, aproximadamente 12 dias antes,
aproximadamente 13 dias antes o aproximadamente 14 dias antes de la etapa de introduccién, etapa b), o en
donde el aumento de la duracién de la luz, o el aumento de la intensidad de luz se realiza al menos
aproximadamente 20 dias antes de la etapa de introduccién, etapa b).

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, que comprende ademds una etapa d) de cosechar la planta
o parte de la planta, o cosechar la planta o parte de la planta y purificar la proteina de interés.

El método de la reivindicacion 5, en donde
i) se cosechan tallos primarios y tallos secundarios,

se cosechan tallos secundarios, se cosechan hojas intermedias de tallos primarios (P2) y hojas jovenes de
tallos primarios (P1), o

se cosechan hojas intermedias de tallos primarios (P2), hojas jovenes de tallos primarios (P1), hojas viejas de
tallos secundarios (S3), hojas intermedias de tallos secundarios (S2) y hojas jovenes de tallos secundarios
(S1),y

i) las hojas viejas (P3) de los tallos primarios de la planta se excluyen de la cosecha.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde la secuencia de nucleétidos codifica una proteina
farmacéuticamente activa, un anticuerpo, un antigeno, una vacuna, una enzima o una enzima industrial.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde la secuencia de nucleétidos codifica una proteina
hemaglutinina (HA) de influenza.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en donde en la etapa de expresion, etapa c), el acido nucleico
se expresa de manera transitoria en la planta o parte de la planta, o el acido nucleico se expresa de manera estable
en la planta o parte de la planta.

El método de la reivindicacion 1, en donde la proteina de interés es una proteina hemaglutinina (HA) de influenza,
en donde la planta o parte de la planta tratada produce una particula similar a virus que comprende la proteina HA
de influenza.

El método de la reivindicacion 1, en donde el aumento en la biomasa de hojas secundarias es el resultado de un
aumento en el nimero de tallos y hojas secundarios, un aumento en la longitud de los tallos y hojas secundarios,

29
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0 ambos.
12. El método de la reivindicacién 1, en donde la hormona comprende una citoquinina o una citoquinina sintética.

13. El método de la reivindicacion 12, en donde la citoquinina sintética es 6-bencilaminopurina (BAP).

30



Biomasa cosechada (qg)

Unidades de HA/g de peso fresco
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Rendimiento total (unidades de HA por planta)

Rendimiento total (unidades de HA por planta)
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Figura 5

Biomasa cosechada (g)

Figura 6

Rendimiento total (HA por planta)
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Figura7
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Figura 8

Biomasa cosechada (g)
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Figura 8A

Figura 9B

Biomasa antes de la infitracidn (g)

Biomasa antes de la infiltracion (g)
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Figura 10

Unidades de HA/g de peso fresco de hojas
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Figura 11
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Figura 12: A 2X35S/ICPMV-HT/PDISP/H3 VMictona/NOS (Construccion nimero 1391)
Figura 12A IF-PDLSI+3c; SEQ IDNO: 1

ARRT T TGTCGGGCCCATGACHOARRAACGTTGOGATTITCEGITTATTG

Figura 12B, IF-HIcTMCT.SI-4r; SEQ ID NO: 2
ACTARAGRARATAGOCCTTTAAATACATATTCTACACTGTAGAGAT
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Figura 13, Secuencia de nucledtidos de PDISP/H1 California; SEQID NO: 3

AT GG CEARRRAAC G TTECGAT T TIC GG T TAT TGT TT T T T TOTTC TG TTGGTICCTTCTCAGATCTTOGC TGACAT
ATTATGTATAGGT TATCATGOGRACAAT TCARCAGRCAC TG TAGACACAGTACTAGAAAAGRAATGTAACAG TANCAL
ACTCTGETTANCCTTCTAGAAGAC ARG ATAACGAGRMA L TAT GCARAC TANGAGGGGTAGCCOCATTGCATTTGGGET
AAATGTARCAT TECTGGU TGSATCCTGGGARATCCAGRG TG TEGARATCACTLTCCACAGUARGCTCATGGTCCTACAT
TETGRAAACACC TAGTTCAGACAATGGARCGTRTTACUCAGGAGAT TTCATUGAT TATGAGGAGC TAAGAGAGCAAT
TEAGC T AGTGTCATCAT TTGARAGGT TTGAGATATTCCCCARGRCAAGTTUATGGUCCCAATCATGACTOGARC AR
GOTGTAACGACAGCATATCCTCATGOTAGAGUARARAGC TTCTACAARAR TTTAATATGACTAGT TAARARAGGARS
TTCATACCCARAGCTCAGCANATCC TACAT TAATGATARAGGGAAAGRAGTCCTCGTGUTATGGOGCAT TCATC AT
CATCTACTAGTGCTGACCAACAAAGTCTCTATCAGAATGEAGATGCATATGTTTT TUTOGGGTCATCARGATACAGE
ARGARGCTTCAAGCCGEARRTAGCAATARGACCUARRGT GAGGGATCARGAAGEGAGAATCAACTATTACTEGACACT
BGTAGRGCCOGGAGACAAAATAACATTCGAAGCAACTGGAAATCTAGT GETACTGAGATATGCATTCGCAATGEARA
GAANTGCTGGATCTGOTATTATCAT TTCAGATACACCAGTCCATGATTGCAATACAAUTTGTCAARCACCCARGGAT
GETATAAMCACCAGCCTCCCATTTOCAGAATATACATCCGATCACARTT GCAARATGTCCAAAMAT ATG TARAARGCAC
ARMATTOAGAC GG CACAGGAT TGAGGRATATCCOGTC TATTCAA T TAGAGGACTATT TGGGGOCATTGCOGGTT
TCAT TEARGGGGGETEGACAGGGATGGTAGATGGATGATACGE TTATCACCATCARAATCAGCAGOEGTCAGGATAT
GCAGCCGACCTGAAGRGCACACAGAATGOCAT TGACGAGAT TACTAACARAAGTAAATICTGTTATTCAARAGATGAA
TACACAGT T ACAGCAGTAGGTAAAGAGTTCAACCACC TR ARAAAAGAATAGAGAATTTAAATAARAAAGTTGATG
ATGGTTTCCTGGACAT TTGGACT TACAATGCCGAAC TG T TGGTTC TAT TCGAAAATGAAAGAACT TTGGACTACCAT
GATTCIAATGTGRAGRAC TTATATGANARGGTANGAAGCOAGOU TARAAARC AR TGCOAAGSAAA T TGGAARCGOCTG
CTTTGAAT T TTACCACARATGCEATARCACGTGC ATGOARAGTOTCARRAATGGGACTTATCGACTACCCARARTACT
CAGAGGAACCARAATTAARCAGAGAAGARATAGATCGLEG TARKGC TGORATCAACAAGGATTTACCAGATTTTGECG
ATCTAT TCRAC TG TGO AGT TCAT TGS TACTGL TAGT C TOC U TG GOGGUAATCAGTITCTGGATSTSCTCTART GG
GTCTCTACAGTGTAGAATATGTATTTAS
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Figura 14, Representacidn esquematica de la construccion 1191. Los sitios de enzZimas de restriccién Sacll y Stul
usados para la linealizacién del plasmido se anotan en la representacién.

SGEXT
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Figura 15, SEQ ID NO: 4 Construccién 1191 desde el limite izquierdo al derecho del ADN -t (subrayados). 2X35S/CPMV
‘HT/NOS con casete de expresién de plastocianina-P18-inhibidor de silenciamiento de plastocianina

TGGCAGGATATAT TCTGGTGTARAACAAAT TGACGCT TAGACAACTTAATAACACATTGCGGACGTTTTTAATGTACT
GAATTAACGCCGAATCCCOGGCTGGTATATTTATATGTTGTCAAATAACTCAAAAACCATAARAGTT TAAGTTAGCA
AGTGTGTACATTT TTACT TGAACARARATATTCACCTACTACTGTTATAAATCAT TATTAAACATTAGAGTARAGRA
ATATGGATGATARGARCAAGAGTAGTGATATTTTGACARCAATTTTGT TGCAACATTTGAGARAATTTIGTTGTTCT
CTCTTTTCATTGGTCARAAACAATAGAGAGAGAAAARAGGAAGAGGGAGAATAARAACATAATGTGAGTATGAGAGAG
ARAGTTGTACAARAGT TG TACCAAAATAGTTGTACAAATATCATTGAGGAATTTGACAARAGCTACACAAATAAGGG
TTAATTGCTGTAAATAAATARGCATGACGCATTAGAGAGATGTACCATTAGAGAATT TTTGGCAAGTCATTAAARAG
AAAGAATARATTATTTTTAAAAT TAAAAGT TGAGTCATT TGATTARACATGTGAT TATTTAATGANT TGATGARAGA
GTTGGATTARAGT TCTAT TAGTAATTAGAATTTGGTGTCAARTTTAATTTGACAT TTGATCTTTTCCTATATATTGC
CCCATAGAGTCAGTTAACTCATT TTTATATTTCATAGATCAAATAAGAGAAATARCGGTATATTAATCCCTCCAARA
ARAMRRAACGETATATTTACTARARAATCTARGCCACGTAGGAGGATAACAGGATCCCCGTAGGAGGATARTCATCCA
ATCCAACCARTCACAACAATCCTGATGAGATAACCCACTTTAAGCCCACGCATCTGTGGCACATCTACATTATCTARA
ATCACACATTCTTCCACACATCTGAGCCACACARARACCARATCCACATCTTTATCACCCATTCTATAAAARATCACA
CTTTGTGAGTCTACACTTTGATTCCCTTCARAACACATACARAGAGAAGAGACTAATTAAT TAATTAATCATCTTGAG
AGAARATGGAACGAGCTATACAAGGAAACGACGC TAGGGAACAAGCTAACAGTGAACGTTGGOATEGAGGATCAGGA
GGTACCACTTCTCCCTTCAAACT TCCTGACGAAAGTCCGAGTTGOACTGAGTGGCGGCTACATAACGATGAGACGAA
TTCGAATCARGATAATCCCCTTGOTTTCAAGGAAAGCTEGGGTTTCGGGAARGTTGTATT TAAGAGATATCTCAGAT
ACGACAGGACGGAAGCTTCACTGCACAGAGTCCT TGGATCT TGGACGGGAGAT TCGGTTAACTATGCAGCATCTCGA
TTTTTCGGTTTCCACCAGATCGGATGTACCTATAGTATTCGGTTTCGAGGAGT TAGTATCACCGTTTCTGGAGGGTC
GCGAACTCTTCAGCATCTCTGTGAGATGGCARTTCGGTC TAAGCAAGRAC TGCTACAGCTTGCCCCAATCGARGTGS
AMAGTAATGTATCAAGAGGATGCCCTGAAGGTACTCARACCTTCGAARAAGAAAGCGAGTAAGTTAAAATGCTTCTT
CETCTCCTATT TATAATA TGO T T IGTTAT TG TTAAT TTITGT TCTTGTAGAAGAGC TTAAT TAATCGT TGTTGTTATS
AR TACTAT TTGTATGAGATGAACTGGTGTAATGTAATTCATTTACATAAGTGGAGTCAGAATCAGAATGTTTCCTC
CATAACTARCTAGACATGAAGACCTGCCGCGTACAATTGTCTTATATTTGAACAACTAAAAT TGAACATCTTTTGCS
ACAACTTTATAAGTGGTTAATATAGCTCAAATATATGGTCAAGTTCAATAGATTAATAATGGARATATCAGTTATCG
AAATTCATTAACAATCAACT TAACGTTATTAACTACTAATTTTATATCATCCCCT TTGATAAATGATAGTACACCAA
TTAGGAAGGAGCATGCTCGCCTAGGAGATTGTCGTTTCCCGCCTTCAGTT TGCAAGC TGC TCTAGCCGTGTAGCCAMN
TACGCAAACCGCCTCTCCCCOCGCGTTGGGAATTACTAGCGCGTGTCGACAAGCTTGCATGCCGGTCAACATGGTGG
AGCACGACACACTTGTCTACTCCAARAATATCAAAGATACAGTCTCAGAAGACCAAAGGGCARTTGAGACTTTTCAA
CAAAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCGRATTCCATTGCCCAGCTATC TG TCACT TTATTGTGAAGATAGTGGAARA
GGAAGGTGGCTCUTACAAATGCCATCATTGCGATAAAGGAARGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGETC
CCAARGATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGAARAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCARAGCARAGTGGAT
TGATGTGATAACATGETGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCAAARATATCAAAGATACAGTCTCAGAAGACCAAAG
GGCAATTGAGACT TTTCAACAAAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTTA
TTGTGAAGATAGTGGAAAAGGARGGTGGCTCCTACAAMTGCCATCATTGCGATAAAGGAAAGGCCATCGTTGAAGAT
GCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGAARAAGAAGACGTTCCAACCAC
GTCTTCARAGCAAGTGGATTGATGTGATATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACTATCCTTCGCARG
ACCCTTCCTCTATATAAGGAAGT TCATTTCATTTGGAGAGGTATTARRATCTTAATAGGTTTTGATARAAGCGAACS
TGCOGGAAACCCGAACCAAACCTTCTTCTARACTC TCTCTCATCTCTCTTARAGCAAACTTCTCTCTTGTCTTTCTTG
COTGAGCGATCTTCARCGTTOTCAGATCATGCTTCGGCACCAGTACAACGTTTTCTTTCACTGAAGCGAAATCAARG
ATCTCTTTGTGGACACGTAGTGCGGCGCCATTAAATAACGTGTACT TGTCCTATTCTTETCCGTCTGGTCTTGEGAA
AAGAAAGCT TGCTGGAGGCTGLTGTTCAGCCCCATACAT TACTTGT TACGATTCTGCTGACT TTCGGCGGGTGCAAT
ATCTCTACTTCTGCTTGACGAGETATTGTTGCCTGTACT TCTTTCTTCTTCTTCT TGCTGATTGGTTCTATAAGRAA
TCTAGTATTTTCT TTGAAACAGAGT TTTCCCGTGGT TTTCGAACTTGGAGAAAGATTGTTAAGCTTCTGTATATTCT
GCCCRAAATTTGTCGGECCCGCGEATGECGARAAACGTTGCGATTTTCGGCTTATTSTTTTCTCTTCTTGTGTTGGTT
CCTTCTCAGATCTTCGCCTGCAGGCTCCTCAGCCAARACGACACCCCCATCTGTCTATCCACTGGCCCCTGGATCTS
CTGCOCARACTARCTCCATGGTGACCCTAGGATGCC TGO TCARGGGCTATTTCCC TGAGCCAGTGRACAGTGACC TGS
AACTCTGGATCCCTGTCCAGCGGTGTGCACACCT TCCCAGC TGTCCTGCAGTCTGACCTC TACACTCTGAGCAGCTC
AGTGACTGTCCCCTCCAGCACCTGGCCCAGCGAGACCSTCACCTGCAACGTTGCCCACCCGGCCAGCAGCACCAAGS
TGGACAAGARAAT TGTGCCCAGGGATTGTGET TG TAAGCC T TGCATATGTACAGTCCCAGAAGTATCATCTGTCTTC
ATCTTCCOCCCCAAAGCCCAAGGATGTGCTCACCATTACTCTGACTCCTAAGGTCACGTGTGTTGTGGTAGACATCAS
CAAGGATGATCCCGAGGTCCAGT TCAGC TGO T TTGTAGATGATGTGGAGG TGCACACAGC TCAGACGCAACCCCGEG
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Figura 15 cont.

AGGAGCASTICAACAGCACT I TCCGCTCAGTCAG T GRACT T CUCAT CATHCACCAGEACTGGCTCAATGCTARGGAG
COATCHC TCACCATCACCATCACCATCACCATCACCAT TAARGGCCTAT I TTUT T TAGT T TGAAT T TACTGTIATIC
GRIGIGCAT T TATG T T GRTRAGL GG TT T TC TG TGC T CAGAGTATAT - TAT T TATG AAT_TAAT - TCTZIGTG
AGCTCC ST T TAGCAGGTCG I CCCT I CAGCAAGGACACARARAGA T TTTAAT T T-AT TAARAAAAARAAARARAAAG
ACCGOGAAT TCCATAT ARG TTATCGACCTGCAGATCGT ZCARAACAT TCGGCARTARAGT . TCTTAAGATTGARTC
CTGT I ROCGETCT I GUGA T GATTAT AT ATAA T T CoGT TGARTTACGT T AAGCATGTAATAATTAACATGTAATGC
ATGACG . CAT T AT GAGA T GGGT I T TATGAT T AGAGI CCCGCAA I TATACAT TTAATACGCGATAGARAAACAAAAT
ATAGOGOGCAAAC TAGGA T ARAT T ATUGLGCGORGTGI CAT L TATGT T ACTAGAT CT CTAGAGT CTIRAGETTGGOG
CECCCACGTGACTAGTGECACTEGOCG I LT T TACAACG I COTGACTGGGARARCCCTGGCGITACCCAACTTAAT
COOCTTGUAGCACATCCCOC I TTCGOCAGO TGGUGTAAT AGOGAAGAGGCCOSCACT GATCGUCCTTCOCARCAGTT
GCGCAGT T TEARTGGL GAATGC TAGAGCAGC T GAGT I T SGATCAGAT TGTCGT I TCCCECCTICAGT I TRAACTAT
CRATGTIIGACAGSATATATIGGOGHGTARACC TAASAGARAAGRGCGTTTA
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Figura 16, SEQID NO: 5

Casete de expresion nimero 484 del promotor 2X358S al terminador NOS. La secuencia de nucledtidos de PDISP/H1
California esta subrayada.

GTCAACATGOTGGAGCACGACACACT TG TCTACTCCARARATATCARAGATACAGTCTCAGARGACCRAAGGGCAAT
TOAGACTTTTCRACAAAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCHGATTCCATTRCCCAGUTATC TGTCACTTTATTGRTGA
AGATAGTGGAARAGGAAGL TGGUTCCTACAAATGCCATCATTGUGATAAAGGAAAGGCCATCCTTGAAGATECCTCT
GUCGACAGSTGATUCCARAGATGGACCCCCACCTACGAGGAGCATCATOGARRAAGRAGACGTTCCAACCACGTOTTE
ARAGCAAGTGGATTGATGTGATAACATGGTGGAGCACGACACACT TGTCTACTCCAAARATATCARAGATACAGTCT
CAGAAGACCAARGGGUAATTGAGACTTT TCAACARAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCGGATTCCAT TGCCTAGET
ATCTGTCACT TTATTGTGRAGATAGTGGAARAGGAAGGTCGUTCCTACAAATGCCATCATTGCGATARAGGAAAGGE
CATCCTTGARGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCARAGATGEACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGEAARAAGARG
ACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCACRATCCCAC
TATCCTTCGUAAGACCCTTOCTCTATAT AAGGAAGTTCAT TTCAT TTGGAGAGGTATTAAAATCTTAATAGGTTTTG
ATRARAGCGAACGTGGGOAAACCCGRAACTCARACCTTCTTCTAARCTCTCTCTCATC TCTC T TRARGCAAACTTCTCT
CTTGTCTT T TTRCGTGAGCGATC TTCAACG TTRTCAGATCGTGC TTCGGCACCAGTACARLGTTTTC TTTCACTGA
AGCGAARATCAAAGATCTCTTTGTGGACACGTAGTGCGGCGCCATTARATAACGTGTACT TG TCCTATTCTTGTCGET
GTGGTCTTGGGAARAGAAAGC TTGCTGGAGGC TRCTAT TCAGCCCCATACAT TACT TGTTACGATTC TGO TGACTTT
COGCGCGETGCAATATCTCTACTTCTGC T TGACGAGGTATTGT TGCCTGTACTTCTTTCTTCTTCTTC TTGCTGAT TG
GTTCTATAAGANATCTAGTATTTTCT TTGARACAGAGT TT TCCCGTERT TTTCGAMA TTGGAGAAAGATTGT TAAGE
TTCTGTATATTCTGCCCAAAT TTGTCGGGCCCATCGCCAAMAACCTTGCGATTTTCGGCTTATTGCTITTCTCTTCTT
GTGTTGGTTCOTTCTCAGATCTTCGUTGACACATTATG TATAGGT TATCATGCGAACAATTCAACAGACACTGTAGA
CACAGTACTAGRARAGAATGTAACAGTAACACACTCTGTTAACCT TC TAGAAGACAAGCATARCGGGAAACTATGCA
AACTARGAGGGGTAGCCCCATTGCATTTGGG TAAATGTAACATTCCTGGCTGGATCCTGGGAARTCCAGAGTGTGAA
TCACTCTCCACAGCAAGCTCATGGTCCTACATTGTOGAAACACCTAGTTCAGACAATGGARAC GTGTTACCCAGLAGA
TTTOATCGAT TATGAGEAGCTARGAGAGCAATTGAGCTCAGTGTCATCATTTGAARGCTTTGAGATATTCCCCAAGA
CARGTTCATGGCCCAATCATGACTCGAACAAAGGTOTAACGGCAGCATSTCCTCATSCTGGAGCAAARAGCTTCTAC
AARAATTTAATATGGCTAGTTAARARAGGAAAT TCATACCCAAAGCTCAGCRAATCCTACATTARTGATAAAGGGAN
AGAAGTCCTCGTGC TATOGGGCATTCACCATCCATCTACTAGTGCTGACCAACAAAGTCTCTATCAGAATGCAGATG
CATATGTTTTTGTGGGGTCATCARAGATACAGCAAGAAGTTCAAGCCGGAAATAGCAATAAGACCCAAAGTGAGGGAT
CAAGAAGGGAGAATGAACTATTACTGGACACTAGTAGAGCCGGCAGACAAAATAACATTCCAAGCALCTGGAMAATCT
AGTGGTACCGAGATATGCATTCGCAATGGARAGARATGCTGGATCTGGTATTATCATTTCAGATACACCAGTCCATG
ATTGCAARTACAACTTGTCRARCACCCAAGGOTOCTATAAARCACCAGCCTCOCATTTCAGAATATACATCCGATCACA
ATTGGAAAATGTCCARAATATGTAAAARGCACAAAATTGAGACTGGCCACAGGATTGAGGAATATCCCGTCTATTCA
ATCTAGAGGACTATTTGOGGCCATTGCCGGTTTCATTGAAGGGGGOTGHACAGIGATGATAGATGGATGGTACGGTT
ATCACCATCAAAATGAGCAGGGGTCAGGATATCCAGCCGACCTCAAGAGCACACAGAATGCCATTGACGAGATTACT
AACAAAGTAAATTOCTGTTATTGARAAGA TGAATACACAGT TCACAGCAGTAGGTAAAGAGT TCAACCACCTGGARAA
AAGAATAGAGAATTTAAATAAAAAAGTTGATGATGGTT TCCTGGACATT TGGACTTACAATGCCGAACTGTTGGTTC
TATTGGAAAATGARAAGAACTTTGGACTACCACGAT TCAAA TG TSAAGAACTTATATGAAAAGG TAAGAAGC O AGOTA
AARAMCARTGCCARGGAAATTGGRAACGGCTGC TTTGAAT TTTACCACRAAATGOGATAACACGTGCATGGAAAGTGT
CARARATGGGACTTATGACTACCCARAATACTCAGAGGAAGCARAAT TAAACAGAGAAGAAATAGATGGGGTAAAGC
TGRAATCARACARGHATTTACCAGATTTTGGCGATC TAT TCARCTGTCGOCAGTTCATTGTAC TOGTAGTCTECC TS
GGGGCAATCAGTTTCTGGATG TG TCTAATGGGTCTCTACAGTGTAGAATATGTAT TTAAAGGCCTATTTTCTTTAG
TTTGAATT TAC TG T TAT TCGGTGTGCAT TTC TA TG TTTGG TGAGCGGTTTTC TR TRCTCAGAGTGTSTTTATTTTAT
GTRATTTRATTTCTTTGTGAGC TCCTGT TTAGCAGGTOGTCCCTTCAGCAAGGACACARARAGATTTTAATTTTATT
ARAARARARRARAAA AR AGACCGGGAAT TCGATATCAAGCTTATCGACCTECAGATCGT TCAAACATTTGGCAATAR
AGTTTOTTAAGATTGAATCCTGTTOCCGGTCTTGCGATGATTATCATATAAT TTCTGTTGAAT TACGT TAAGCATGT
ARTAATTAACATGTAATGCATGACGT TATTTATGAGATGGGTTTT TATGATTAGACGTCCCGCARTTATACATTTAAT
ACGCGATAGAAAACAAAATATAGCGOGCAARCTAGGAT ANAT TATCHOACGUGHTGTCATC TATGTTACTAGAT
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Figura 17, SEQID NO: 6

Secuencia de aminoacidos de PDISP/H1 California.
¥AXNVAZFGLLFSLLVLVESQIFADTLCIGYHANNS TDTVL CVLEKNY TV I SSVNLLEDKENGKLCKLRGVAPLELS
RCNIAGH I LGNEECES LS TASSH Y LV E TP S NG TCY PG I DYEZLREQLSSVSSFERFECFERUTSSWPNHLOSNY
GV AACFZAGAXSFYKENL - WLVEXGNS Y PELSXSY INDKGKEVLV LG - H=EPS CSADCOS LYQONACAVVFVGESRYS
HKFKPE A IR PRV DD ZGRMNY Y HT LV EPGDK I TREATGNLVVERYAFAMIRNAG TCOTEKG
AINTSLEFQNI=ZP_TICGECPXYVAS ELRLATGLIN_PSOSRGLEFGAZAGFIZ 3 ZQG5GY
AADLXSTONAIDEC TNXVNSVIEXMNTCFTAVGKZFNELEKIISNLNKXVDDGFLDIS T YNASLLYLLENER
DENYV N LY EXY RSO LKNN A K S IGNGCF S Y SKCONTONESVANGTY DY PKYSESAXLNRES IDGVELIS TR
CYSTVASSLVLVVSLGAISFWMCSNGSLQCRICI

Figura 18, Representacion esquematica de la construccidn nimero 484 (2X35S/CPMV HT)

wrawnd 681 L8ng
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